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La amazonia peruana contiene una gran biodiversidad en diferentes cultivos entre ellos 
el cacao (Theobroma cacao L.), esta planta es poseedora de elevada importancia 
económica y social, las tareas de mejoramiento genético han demandado una adecuada 
caracterización, obteniéndose muchos trabajos a nivel morfológico, sin embargo la 
caracterización molecular aún es insuficiente a pesar de existir en la actualidad varias 
metodologías para este objetivo, siendo la principal limitante la disponibilidad de 
materiales para su aplicación. En el presente estudio se realizó con la finalidad de 
caracterizar molecularmente 80 accesiones de cacao del banco de germoplasma del 
Instituto de Cultivos Tropicales (ICT), localizado en la ciudad de Tarapoto departamento 
de San Martin, este material tiene diferentes procedencias genéticas y geográficas como 
son: grupo ICT (provincias Mariscal Cáceres y Tocache), Grupo amazónico (Ríos 
tributarios de la amazonia Peruana) y Grupo híbridos internacionales (Trinidad y 
Tobago, Costa Rica, Ecuador y Perú). Por tanto se utilizó los marcadores AFLP 
(Polimorfismo en la longitud de los fragmentos Amplificados), que por su naturaleza 
dominante permitieron discriminar la diversidad existente entre las accesiones y 
poblaciones de cacao. La extracción del ADN se trabajó según el protocolo de Doyle & 
Doyle (1990), la amplificación por AFLP incluyo 4 pasos importantes: digestión de las 
muestras con enzimas de restricción EcoRI y MseI, unión de adaptadores en los puntos 
de corte con una enzima de ligación (ligasa T4), amplificación pre selectiva y finalmente 
una amplificación selectiva. Se usaron 13 cebadores selectivos, cuyos productos fueron 
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separados por electroforesis de poliacrilamida, y teñidos en solución de nitrato de plata. 
A partir de las imágenes obtenidas de los geles revelados se confecciono una matriz 
binaria para los 9 mejores pares de cebadores específicos obtenidos, recolectándose un 
total de 135 loci de los cuales 97 mostraron polimorfismo. El análisis del poder 
discriminante de los cebadores mostro valores óptimos, ya que se registraron índices de 
contenido polimórfico (PIC) de hasta 0.28 para el par de cebadores EcoRI-ACA/MseI-
CAT con un 83 % de loci polimórfico. El análisis de agrupamiento y variabilidad 
poblacional se ejecutó utilizando dos paquetes estadísticos: PAST versión 2.1b y 
POPGENE v1.32 , con el primer programa se estableció la similariad entre las 
accesiones con el coeficiente de Jaccard, posteriormente se estableció un dendograma 
por el método no jerárquico de Neigbour-Joinning, resaltando así que las accesiones de 
los ríos Amazónicos se separaron marcadamente de las accesiones de la provincias de 
Mariscal Cáceres y Tocache, los híbridos internacionales se distribuyeron en el total de 
grupos obtenidos en el dendograma. Los parámetros de la variabilidad poblacional se 
calcularon con la ayuda del programa POPGENE, las accesiones se agruparon en 5 
poblaciones usando como criterio la procedencia geográfica de estas, las poblaciones se 
denominaron: Mariscal Cáceres, Tocache, Amazónicos, Trinidad-Costa y Ecuador-Perú. 
Se determinó que la población Mariscal Cáceres posee mayor variabilidad que el resto 
de poblaciones (h= 0.20), en términos de distancia genética la población de Trinidad-
Costa  referencio estos resultados al mantener una clara distancia con respecto a las 4 
poblaciones, curiosamente la población correspondiente a Ecuador-Perú mostraron cierta 
cercanía a la Población Amazónica. Finalmente la proporción de diversidad genética 
(Gst) indico que la variación detectada se debe a diferencias entre las poblaciones (23 
%).  
 














The Peruvian Amazon has a great biodiversity in different crops including cocoa 
(Theobroma cacao L.), this plant is possessed of a great economic and social 
importance, breeding tasks have demanded their proper characterization, obtaining many 
jobs at morphological, however the molecular characterization is still inadequate 
although there are currently several methods for this purpose, the main limiting the 
availability of materials for your application. This study was conducted in order to 
molecularly characterize 80 accessions of cacao germplasm bank of Instituto de Cultivos 
Tropicales (ICT), located in the city of Tarapoto in San Martin department, this material 
has different genetic and geographic backgrounds and they are: ICT group (Mariscal 
Cáceres and Tocache), Amazon group (tributaries of the Amazon River Peru) and 
hybrids group international (Trinidad and Tobago, Costa Rica, Ecuador and Peru). For 
this purpose we used AFLP markers (Polymorphism Amplified fragment length), which 
by its dominant nature to discriminate the diversity among the accessions of cacao 
populations. DNA extraction was carried out according to the procedure of Doyle & 
Doyle (1990). AFLP amplification included 4 major steps: digestion of the samples with 
restriction enzymes EcoRI and MseI, union adapters breakpoints in an enzyme ligation 
(ligase), pre selective amplification and finally selective amplification. 13 selective 
primers were used; the products were separated by polyacrylamide electrophoresis and 
stained in a solution of silver nitrate. The images obtained from the gels revealed a 
binary matrix was made for the best 9 specific primer pairs obtained, there were a total 
of 135 loci of which 97 showed polymorphism. Discriminant power analysis of the 
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primers showed optimum values, as rates were polymorphic content ( PIC ) of up to 0.28 
for EcoRI-ACA/MseI-CAT primer pair with 83 % of polymorphic loci, we performed 
the analysis grouping and population variability using two statistical packages: PAST 
v1.32 and POPGENE version 2.1b, with the first program was established similarity 
among accessions with the Jaccard coefficient, then a dendrogram was established by 
the non-hierarchical method neigbour-Joinning, thus highlighting the Amazonian Rivers 
accessions markedly separated accessions of Mariscal Cáceres and Tocache, 
international hybrids were distributed in all the groups obtained in the dendrogram. The 
population variability parameters were calculated with the help of the program 
POPGENE, the accessions were grouped into five populations using as criteria the 
geographical origin of these, these were called: Mariscal Caceres, Tocache, Amazonian, 
Trinidad – Costa and Peru -Ecuador. It was determined that the population Mariscal 
Cáceres has greater variability than other populations ( h = 0.20 ), in terms of population 
genetic distance from Trinidad - Costa referencing these results to maintain a clear 
distance from the 4 populations, curiously the population corresponding to Ecuador - 
Peru showed some proximity to the Population Amazon. Finally the proportion of 
genetic diversity (Gst) indicated that the detected variation is due to differences among 
populations (23 %). 
 


















El cacao es considerado como uno de los cultivos perennes más importantes del planeta 
(Almeida A. y Valle R., 2007). Theobroma cacao L. (cacao) es el cultivo de mayor 
importancia comercial a nivel mundial de las 22 especies que comprenden el género 
Theobroma (Schnell R. et al., 2005), Theobroma que en griego significa “Alimento de 
los Dioses” de la familia de las bitneriáceas (Ogata N., 2006). La demanda actual del 
cacao viene en aumento incluso por la agroindustria nacional que  importa un promedio 
de 3 500 TM al año de grano de cacao debido a que la producción nacional no consigue 
cubrir la demanda. En la actualidad la superficie sembrada de cacao es de 92, 460 ha; 
con producción de 44,338 toneladas con rendimiento promedio de 480 kg/ha. (MINAG, 
2012). La constante demanda y la creciente producción del grano de cacao, lleva a 
plantear estrategias para mejorar la calidad  en los siguientes aspectos: Mejoras 
ambientales, búsqueda de cacao fino, mejores técnicas de pos cosecha, mejora del 
cacaotero peruano. 
 
El Perú es uno de los centros de diversidad del cacao, pero las campañas de colecta y 
caracterización de germoplasma promisorio son escasas (Chia J., 2009). Es un aspecto 
de mucha importancia conservar y utilizar racionalmente el banco de germoplasma del 
Instituto de Cultivos Tropicales (ICT) ya que este contiene accesiones de cacao 
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provenientes de recolecciones propias, y representativas de zonas productoras  y nativas 
de la amazonia peruana. Es importante realizar un estudio de la diversidad genética en 
poblaciones que representa el banco de germoplasma así como identificar los materiales 
más distantes genéticamente, evitar duplicados y detectar pérdida de diversidad en la 
población inicialmente recolectada. 
 
Como actividad económica en crecimiento, requiere el empleo de técnicas y estrategias 
que le permitan solucionar problemas para ser eficiente. Dentro del  contexto la 
biotecnología ofrece interesantes herramientas para el mejoramiento genético de los 
organismos cultivables, para realizar una mejor selección de organismos reproductores 
que posean las mejores características en tasa de crecimiento, de conversión alimenticia 
y de resistencia a enfermedades, entre otras. La filosofía que se adopta en cuanto al 
mejoramiento genético de cacao es la de lograr generar variedades superiores “plantas 
élite” que reemplacen a las variedades tradicionales”, para lograr esto es necesario un 
mejor conocimiento de la diversidad genética. 
 
La diversidad genética del cacao comprende el conjunto de poblaciones silvestres y 
domesticadas, con distinto origen genético y grado evolutivo, que ocupan un nicho 
ecológico específico y, que teniendo características semejantes y distintivas, se muestran 
variables o diferentes La diversidad genética del cacao juega un rol muy importante 
para:  
 
a) La conservación del germoplasma nativo y mejorado.  
b) La utilización del germoplasma promisorio con fines de propagación clonal.  
c) Como fuente de genes para los programas de mejora genética.  
d) Una mejor comprensión de relaciones de similitud o disimilitud taxonómica. 
e) La elaboración de mapas genéticos.  
f) El aislamiento, clonación, secuenciación de genes, etc. 
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Los programas de mejoramiento del cacao enfocaron su atención en características 
fenológicas de interés agronómico las cuales, están fuertemente influenciados por el 
ambiente. A partir de la década de los ochenta del siglo pasado se empezaron a 
incorporar marcadores moleculares como herramientas auxiliares en los estudios y 
programas relacionados con esta planta. 
 
El análisis de la diversidad genética usando marcadores moleculares, permite determinar 
perfiles genéticos a nivel del ADN (“genotipificación” o ADN “fingerprinting”), muy 
útiles para la identificación y diferenciación inequívoca de cualquier accesión en un 
banco de germoplasma. La ventaja de la genotipificación sobre la caracterización 
morfológica, es que no depende de la edad de la planta, ni del estado de desarrollo de 
ella o del ambiente (año o lugar) donde ésta se cultiva. Esta herramienta molecular 
permite la identificación de accesiones duplicadas y aquellas con posible rotulado 
dudoso (García L., 2011).Los marcadores moleculares se basan en tres diferentes 
estrategias de detección del polimorfismo: hibridación del ADN, reacción en cadena de 
la polimerasa y secuenciamiento de ADN. Sin embargo, cada una de las mencionadas 
técnicas tiene ventajas y desventajas que deben evaluarse según la aplicación y 
condición (Karp A.et al., 1997; Spooner D., 2005). La técnica denominada AFLP 
(amplified fragment length polymorphism) ha sido exitosa para generar marcadores 















Debido a que AFLP es una técnica adecuada para generar marcadores moleculares y 
dilucidar la variabilidad genética en diferentes especies vegetales, es posible que con la 
aplicación de esta técnica se pueda obtener de una manera eficiente la diversidad de 80 
accesiones de Theobroma cacao L. (cacao) del banco de germoplasma del Instituto de 





























Determinar la variabilidad de 80 accesiones de Theobroma cacao L. (cacao) del 
banco de germoplasma del Instituto de Cultivos Tropicales (ICT), con el uso de 





1. Evaluar el polimorfismo obtenido con los marcadores AFLP utilizados. 
2. Analizar la similaridad y agrupamiento entre las accesiones de Theobroma caco 
L. (cacao). 
















































I MARCO TEORICO 
 
1.1 Importancia del cacao; Las actividades que se generan alrededor del árbol 
cacaotero son de suma importancia tanto económica como social, cultural y ambiental, 
ya que de esta planta se pueden derivar muchos beneficios tanto para las personas que la 
cultivan y comercian así como para el entorno biológico de este. A partir de las semillas 
se obtiene el cacao en grano del cual se obtiene cuatros productos intermedios como son: 
el licor de cacao, manteca de cacao, pasta de cacao y cacao en polvo; el mercado de 
chocolate es el mayor consumidor de cacao en términos de equivalencia en granos, pero 
los productos son muy utilizados en diversas áreas. 
El cacao contiene cerca de 300 compuestos volátiles incluyendo ésteres, hidrocarburos, 
lactonas, monocarbonilos, piroles etc. Los compuestos que dan el sabor son ésteres 
alifáticos, polifenoles, carbonilos aromáticos insaturados, pirazinas y teobromina. El 
cacao también contiene cerca de 18% de proteínas (8% digeribles); grasas, aminas y 
alcaloides incluyendo teobromina (0.5 a 2.7%), cafeína (0.25 a 1.43%), tiramina, 
dopamina, salsolinol, trigonelina, ácido nicótico y aminoácidos libres, taninos, 
fosfolípidos, alcaloides (principalmente teobromina), taninos y otros constituyentes, la 
cáscara de cacao posee un pigmento que es un poliflavonoglucósido. Este pigmento es 
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requerido por ser resistente al calor y a la luz, estable a pH de 3 a 11 y muy usado como 
colorante de alimentos (Leung A., 1980; López A.et al., 1984) e incluso como alimento 
de ganado (Aregheore E., 2002). Los principales productos de cacao se detallan en la 
tabla 1. 
 
La pulpa adherida a la mazorca del fruto del cacao (Fig.1)constituye un valioso insumo 
que puede ser utilizado en la nutrición y la gastronomía ya que el fruto del cacao es una 
pulpa de buenas características organolépticas, actúa como espesante natural y enriquece 
la amplia gama de potajes de la comida peruana.  
 
Tabla N° 1: Productos derivados del cacao y sus diferentes usos en la industria. 
PRODUCTO USOS DEL CACAO Y SUS DERIVADOS 
Manteca de cacao 
Elaboración de chocolate y confitería, también puede ser 
usada en la industria cosmética (cremas humectantes y 
jabones), y la industria farmacéutica. 
Pulpa de cacao Productos de bebidas alcohólicas y no alcohólicas. 
Cascara Puede ser usado como comida para animales 
Cenizas de cascara de 
cacao 
Puede ser utilizado para elaborar jabón y como fertilizante 
de cacao, vegetales y otros cultivos. 
Jugo de cacao Elaboración de jaleas y mermeladas 
Polvo de cacao 
Puede ser usado como ingrediente en casi cualquier 
alimento: bebidas chocolatadas, postres de chocolate 
como helados y mousse, salsa, tortas y galletas. 
Pasta de licor de cacao Se utiliza para elaborar chocolate. 
(Fuente: Requena J., 2012 “El cacao y sus derivados”) 
 
Además se ha reportado que el cacao posee actividad antibacteriana en la cáscara 
(Cuéllar O. y Guerrero G, 2012), también se han realizado trabajos de obtención de 
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espumas de poliuretano para uso hortícola, así como actividad biodegradativa (Padrón 
G. et al., 2004). 
 
En la actualidad, el cacao en grano es la materia prima para las industrias chocolatera, de 
cosméticos y farmaceútica. Los productos del cacao, al mismo tiempo que constituyen 
un placer al ingerirlos, también presentan un valor nutritivo, relacionado con la cantidad 
y el tipo de proteínas, carbohidratos, grasas, minerales y vitaminas que contiene. 
Igualmente es valorado por su contenido de flavonoides los cuales presentan una alta 
biodisponibilidad, lo que significa que pueden ser absorbidos por el organismo 
rápidamente (Posada J. et al. 2006). 
 
Al cacao y el chocolate se les han atribuido más de cien usos medicinales en los últimos 
475 años. Su  larga historia en el tratamiento médico ha sido muy  controversial, siendo 
prescritos principalmente para  los siguientes padecimientos: 
 
• Para ganancia de peso en pacientes desnutridos o portadores de enfermedades 
desgastantes como la  tuberculosis. 
• Para estimular el sistema nervioso central en personas que sufren de apatía y/o 
depresión, acción que ahora podría ser atribuida a la feniletilamina, teobromina y la 
cafeína que posee el chocolate. 
• Para calmar, suavizar y tranquilizar a los pacientes identificados como 
“sobreestimulados”, especialmente aquellos que sufren de trabajo extenuante o 
“actividad mental abundante”. En este caso, es posiblemente el sabor agradable lo que  
ocasiona un efecto relajante. 
• Para mejorar la digestión y tránsito intestinal, estimular los riñones y acelerar el flujo 
de orina, ablandar las heces e, incluso, la curación o reducción de las hemorroides. 
• Para enmascarar el desagradable sabor de algunos fármacos, siendo popularmente 
referido como “un poco de chocolate hace pasar la medicina”. 
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Figura N° 1: Pulpa y mazorca de cacao, se pueden apreciar los granos esparcidos dentro de la 
mazorca. (Fuente: Registro grafico propio). 
En el mundo anualmente se produce 2,3 millones toneladas de cacao. Los principales 
países productores de cacao en grano crudo, excepto para siembra son: Costa de Marfil 
(30%), Indonesia (14%), Nigeria (13%), Ghana (10%), Camerún (7%) y Países Bajos 
(5%), Ecuador (4%), Belgica (4%), Nueva Guinea (2%), seguidos por Colombia (2%), 
México (1%) y Perú (0.9%).  En el Perú las zonas productoras más importantes del país 
se encuentran localizadas en las regiones de San Martín (26 mil TM), Cuzco (8 mil TM), 
Ayacucho (6 mil TM), Junín (6 mil TM), Amazonas (4 mil TM), Huánuco (2 mil TM). 
(MINAG, 2011). La ubicación de las zonas productoras se aprecia en la figura 2. 
 
El consumo de este producto se da principalmente en países desarrollados, por ejemplo: 
los Estados Unidos, Alemania, Francia y el Reino Unido, que abarcan más del 50 % de 
la demanda mundial (DGPA, 2007). Asimismo, los compradores en los países 
consumidores son los principales transformadores y productores del chocolate, 
colocando a las compañías transnacionales como dominantes transformadoras y 
productoras de chocolate. 




Figura N° 2: Principales zonas productoras de cacao ubicadas dentro del territorio Peruano. 
(Fuente: MINANG 2003). 
 
En el Perú la producción de cacao incrementó de 8,000 toneladas en 1985 a 22,134 
toneladas en 1995. En forma concurrente, el área cultivada en el país aumentó de 17,800 
ha en 1985 a 34,786 ha en 1995. En la actualidad la superficie sembrada de cacao es de 
92, 460 ha; con una producción de 44,338 TM y un rendimiento promedio de 480 kg/ha; 
cifras que nos indican que existe una brecha de 58% de adopción de las tecnologías que 
no permitan llegar a rendimientos óptimos mínimos de 1 tonelada/ha (Tabla 2); situación 
que se debe en gran parte al limitado o nulo acceso que tienen los agricultores a las 
tecnologías existentes para la producción optima de cacao, en las que se contempla 
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sistemas de producción acordes con el equilibrio de la naturaleza, con la menor 
dependencia a insumos externos que encarezcan los costos de producción; que permitan 
el incremento y conservación de la biodiversidad y que realmente sea una alternativa 
para el pequeño productor de la selva Peruana (Arévalo E., 2011). Sin embargo, el valor 
de las exportaciones de cacao y todas sus presentaciones sumaron 111 millones 646 
dólares, generando alrededor de 5.7 millones de jornales anuales, beneficiando 
directamente a más de 30 mil familias e indirectamente a 150,000 personas. La 
importancia económica y social de la cadena del cacao radica en su aporte al valor bruto 
de la producción, que durante 2011 fue de S/. 130 millones. (MINAG, 2012). 
 
El Perú ha sido calificado por la Organización Internacional del Cacao, como un país 
productor y exportador de cacao fino y de aroma, logrando exportar el 36% del cacao 
fino y de aroma que se produce a nivel mundial. Asimismo, como segundo productor de 
cacao orgánico, orienta su producción a mercados de comercio justo; además la 
producción de cacao se da todo el año, pero los picos más altos a nivel nacional se 
alcanzan durante los meses de Abril a Julio (MINAG, 2012). 
 
Tabla N° 2: Producción de cacao  en toneladas (TM), hectáreas cultivadas (Ha) y rendimientos 
(T/Ha) de cacao por departamentos en los años 2010 y 2011. 
Región 
Mil TM Mil Ha Rend. T/Ha 
2010 2011 2010 2011 2010 2011 
San Martin 21 26 25 29 0.9 0.9 
Cusco 7 8 21 22 0.3 0.4 
Ayacucho 6 6 9 9 0.7 0.7 
Junín 4 6 9 9 0.5 0.7 
Amazonas 3 4 6 6 0.4 0.7 
Huánuco 2 2 4 4 0.5 0.5 
Cajamarca 1 1 1 0 0.8 0 
Ucayali 1 2 1 2 0.9 0.9 
otros 1 1 1 2 
  Total 47 56 77 84 
   
(Fuente: MINAG 2011) 
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Además de la relevancia industrial, el cacao es medular también desde la perspectiva 
social y ambiental, pues su cultivo está vinculado, por sus requerimientos 
edafoclimáticos, a países, básicamente en desarrollo localizados en la franja ecuatorial 
de América, Asia y África y del que dependen una gran cantidad de agricultores 
(Efombagn M. et al., 2009). Los cacaotales son valiosos para la conservación de la 
biodiversidad, ya que debido a su alta diversidad vegetal proveen de habitas, nichos y 
alimentos para otras especies de plantas y animales; amortiguan las áreas protegidas; y 
sirven de conexión entre los ecosistemas intactos y manejados del paisaje. 
 
El cultivo de cacao se muestra además como un arma para combatir el narcotráfico, ya 
que viene siendo promovido en las regiones peruanas identificadas tradicionalmente con 
el cultivo de la hoja de coca; los agricultores cocaleros, quienes por años resistieron 
operativos de erradicación de sus cultivos de hoja de coca, han cambiado su actitud 
gracias al Programa de Desarrollo Alternativo (PDA), impulsado por la Agencia de 
Desarrollo Internacional de los Estados Unidos (USAID por sus siglas en inglés). La 
premisa del PDA, que hoy opera en las regiones de San Martín, Huánuco, Ayacucho y 
Ucayali, es: “abandonar el cultivo de coca a cambio de apoyo técnico y económico para 
cultivar el café y el cacao, además de asistencia para mejorar la infraestructura regional”. 
 
Todas estas características han abierto nuevas oportunidades para la producción de cacao 
en América Tropical, gracias a mejores precios internacionales, lo que ha suscitado 
mayor apoyo externo e interno al cultivo. Igualmente hay una creciente demanda por 
cacaos diferenciados de alta calidad, con sello orgánico, mercado justo o denominación 
de origen (Arciniegas A. y Phillips W., 2006; Cherfas J., 2007). 
 
1.2 Características del cacao 
 
1.2.1 Taxonomía y nomenclatura; El cacao es una planta leñosa antes clasificada en la 
familia Sterculiaceae (Cuatrecasas J., 1964), y actualmente reclasificada en la familia 
Malvaceae (Alverson W. et al., 1999), La familia Sterculiace es reconocida en el Perú 
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por presentar alrededor de 12 géneros y 74 especies (Brako L. y Zarucchi J., 1993) 
principalmente arbustos y árboles. Los taxones endémicos se encuentran en varias 
regiones, principalmente en bosques muy húmedos montanos, bosques muy húmedos 
premontanos, bosques húmedos amazónicos, matorral desértico y mesoandina, entre los 
100 y 2800 m de altitud. Las cuales han sido poco coleccionadas, y sólo Theobroma 
cacao ha sido descrita taxonómicamente. 
 
En el tratamiento taxonómico se indican las secciones acompañadas de claves, 
descripciones, ilustraciones con detalles de flores y frutos e información del uso, hábitat 
y fenología de las especies Theobroma bicolor Humb. & Bonpl., Theobroma cacao L., 
Theobroma grandiflorum (Willd. Ex Spreng.) Schum., Theobroma obovatum Klotzsch 
ex Bernoulli, Theobroma speciosum Willd. ex Spreng. Y Theobroma subincanum Mart. 









Especie:Theobroma cacao L. 
 
Entre los trabajos más completos del género Theobroma se puede citar el de Bernoulli 
G. (1869) quien por primera vez presenta una monografía donde describe una 
clasificación natural para 18 especies separadas en cinco secciones: Cacao, 
Glossopetalum, Oreanthes, Rhytidocarpus y Telmatocarpus; para ello considera como 
caracteres básicos la forma de los pétalos, la posición y forma de los estaminodios y el 
número de anteras. Schumann K. (1886) en la Flora Brasiliensis, señala descripciones 
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detalladas de 12 especies, tomando como características básicas las mismas consideradas 
por Bernoulli, las clasifica ubicándolas en las secciones Herrania y Eutheobroma. 
Chevalier A (1946), usando los mismos caracteres básicos y la división propuesta por 
Bernoulli, realiza una reorganización de 13 especies que ubica en las secciones Cacao, 
Oreanthes, Rhytidocarpus y Telmatocarpus. 
 
Cuatrecasas J. (1964), en una revisión más precisa y crítica del género, establece la 
validez de las especies y su respectiva sinonimia. Este autor toma como base los 
caracteres señalados por Bernoulli, pero hace un estudio más exhaustivo, detallado y 
completo, tomando en cuenta tipo de germinación (hipogea y epigea), forma y 
pubescencia de las hojas, tipo de polen y fruto, que lo llevan a citar 22 especies válidas 
para Theobroma, ubicadas en seis secciones: Andropetalum, Glossopetalum, Oreanthes, 
Telmatocarpus, Theobroma y Rythidocarpus. El detalle de esta clasificación se muestra 
en la tabla 3. 
 
Tabla N° 3: Clasificación en secciones taxonómicas  del genero Theobroma y ubicación de la 
especie del cacao. 
Sección N° Especies Especies 
Andropetalum 1  T. mammosum 
Glossopetalum 12  
T. angustifolium, T. canumanense, T. 
chocoense, T. cirmolinae, T. 
glandiflorum, T. hylaeum, T. nemorale, 
T. obovatum, T. simiarum, T. 
sinuosum, T. stipulatum y T. 
subincanum. 
Oreanthes 5  
T. bernoullii, T. glaucum, T.sylvestre y 
T. Velutinum 
Rhytidocarpus 1  T. bicolor 
Telmatocarpus 2  T. gileri y T. Microcarpum 
Theobroma 1  T. cacao 
(Fuente: Cuatrecasas J., 1964 citado por Chia J., 2009) 
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El género Theobroma presenta la mayor distribución geográfica, encontrándose desde 
las regiones de Loreto, Amazonas y San Martín, siendo el principal foco geográfico los 
afluentes del Rio Huallaga y Marañón. (Región alta del río amazonas, incluyendo Río 
Nanay, Río Morona, Río Marañón, Río Ucayali y sus afluentes).(Evans H. et al., 1998). 
 
Existen otros estudios que contradicen los ya mencionados como es el caso de 
(Motamayor J. et al., 2002; Sounigo O. et al., 2005; Lachenaud P. et al., 2007; Guiltinan 
et al., 2008) que reportan al T. cacao como perteneciente a la familia Malvaceae sensu 
lato y por tanto ya no dentro de las Sterculiaceae. Según el Royal Botanical Garden of 
Edinburg, la familia Malvaceae sensu lato estaría conformada por las familias 
Malvaceae sensu stricto, Sterculiaceae, Bombacaceae y Tiliaceae. Esto nos lleva a 




Clado 3:Core Eudicots 
Clado 4:Rosids 




Especie:T. cacao L. 
 
Morris D. (1882), fue el primer botánico que señalo dos grandes grupos para este 
especie: Criollo y Forastero utilizando un criterio de diferenciación por “cultivares” 
(Braudeau J., 1975). Cheesman E., (1944) sugirió la siguiente clasificación en cuatro 
grupos básicos: Criollo centroamericano, Criollo sudamericano, Forasteros amazónicos 
y Trinitarios. 
 
 17   
 
Tabla N° 4: Grupos de cacao y distribución geográfica. 
Grupo de Cacao Distribución Geográfica 
Criollo ancestrales Sur de México 
Criollo modernos 
América central, Colombia y 
Venezuela 
Amazonas o Forastero del Alto 
Amazonas 
Perú, Ecuador, Colombia, Bolivia y 
brasil 
Guyanas o Forastero del Bajo 
Amazonas 
Meseta de las Guyanas, Venezuela, 
Surinam, Guyana Francesa y Brasil 
Nacional Zona costera del Ecuador 
(Lachenaud, 1997 y Motomayor J. et al., 2002) 
 
La clasificación propuesta por Lachenaud P., (1997) se muestra en la tabla 4, que 
sustentándose sobre la base de estudios moleculares y argumentos paleoclimáticos, 
paleográficos y geobotánicos, aportó una clasificación en grupos o compuestos 
germoplásmicos con su respectiva distribución geográfica. Excluye aquí al Trinitario, 
por ser un híbrido entre Criollo y Forastero. Motamayor J.et al. (2002) en un estudio 
molecular usando RFLP y SSR, llegaron a la diferenciación del cacao de tipo Criollo en 
dos: Criollos Ancestrales y Criollos Modernos.  
 
Motamayor J. et al. (2008) usó marcadores moleculares (106 microsatelites) sobre 1.241 
accesiones para determinar la diversidad genética del cacao, proponiendo una nueva 
clasificación del germoplasma de cacao en 10 grupos siendo así: Marañón, Curaray, 
Criollo, Iquitos, Nanay, Contamana, Amelonado, Purús, Nacional y Guiana. (Fig. 3). 
Este aporte dio una mejor visión de la estructura poblacional del cacao y es de mucha 
ayuda para futuros programas de fitomejoramiento. 
El cacao ha sido cultivado en América y todos los tipos o razas que se encuentran hoy no 
son más que variedades o cultivaresde los que apenas es posible conocer su origen y su 
historia. (Braudeau, 1981 citado por Chia J., 2009).Finalmente se puede agregar que 
pese a la abundancia de clasificaciones la posición sistemática exacta y el contexto 
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evolutivo de Theobroma cacao dentro del género Theobroma no han sido aun 
completamente clarificados (Faleiro F. et al., 2002). 
 
 
Figura N° 3: Localización del origen de la clasificación botánica para el cacao. Con marcador 
SSR  (Fuente: Motomayor et al., 2008) 
 
1.2.2 Hábitat y Agronomía; El cacao (Theobroma cacao L.) es una planta autóctona 
del Nuevo Mundo, Es un árbol nativo de los bosques húmedos del Sur de América. Se 
cree que el centro de origen del cacao se encuentra localizado en los bosques tropicales 
de la Región Amazónica de Perú, Colombia y Ecuador, debido a la alta diversidad 
genética que ha sido reportada en estos sitios (Cheesman E., 1944; Cuatrecasas J., 1964; 
Motamayor  J. et al., 2002) 
Actualmente distribuida a lo largo de las regiones lluviosas de los trópicos, se desarrolla 
bien hasta los 20° de latitud en ambos hemisferios (Bartley B., 2005). Las mejores 
plantaciones están localizadas entre de latitud norte y 10° sur. En América el cacao se 
cultiva desde el sur de México hasta Brasil y Bolivia (Ochse J. et al. 1974). La 
distribución natural del cacao en Suramérica alcanza hasta los 15º de latitud sur, en los 
ríos Alto Beni y Mamoré del territorio boliviano y por el norte hasta cerca de los 10º de 
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latitud en los límites de los llanos venezolanos por las vertientes bajas de las sierras de 
Parimá, que dividen a Venezuela de Brasil (Soria V., 1996). 
Crece en topografía plana u ondulada encontrándose en terrenos que sobrepasan el 50 % 
de pendiente, en cañadas, a orilla de arroyos. Exige temperaturas medias anuales 
elevadas con fluctuaciones pequeñas, una gran humedad y una cubierta que le proteja de 
la insolación directa y de la evaporación. La precipitación debe ser de 1,300 a 2,800 mm 
por año con una estación seca corta, menor de 2 meses y medio. El clima debe ser 
constantemente húmedo, con temperatura media diaria entre 20 y 30 ºC, con una mínima 
de 16 ºC. Para su pleno desarrollo exige suelos profundos (1 m como mínimo), fértiles y 
bien drenados. Deben evitarse suelos arcillosos, arenosos, mal drenado o muy superficial 
con presencia de rocas y un nivel freático poco profundo. Suelos: negro rocoso, café-
rojizo barroso, aluvial. (Publicado en: Species Plantarum 4ta Edición 1830). 
Por último el cacao es considerada como especie primaria y umbrófila, no es un árbol de 
espacios abiertos; la planta Evoluciono bajo circunstancias de dosel cerrado. Este árbol 
es cultivado bajo la sombra de árboles más grandes pues requiere protección para su 
desarrollo normal y producción; comparte el segundo y tercer estrato de las selvas 
tropicales. 
 
1.2.3 Morfología y Botánica; El cacao es un árbol leñoso, fuerte, de porte relativamente 
bajo, es una planta alógama, de ciclo vegetativo perenne y diploide, Tiene un número 
cromosómico 2n=20 (Arguello et al. 2000). Las especies del género Theobroma son 
árboles ramificados con hojas simples y con un fruto indehiscente carnoso 
(mazorca)(fig. 4). 
Theobroma cacao es un árbol o arbusto semicaducifolio crece hasta un promedio de 15 
metros de altura, y en cultivo se mantienen normalmente a 4 y 10 metros, (Duke J., 
1983) El tallo es glabro o parcialmente pubescente en ejes jóvenes (Rice et al., 2000). La 
corteza es oscura, gris-café. Las ramas son cafés y finamente vellosas. Las hojas son 
coriáceas (o cartáceas) simples, enteras (o ligera e irregularmente sinuadas), 
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angostamente ovadas a obovado-elípticas, ligeramente asimétricas, 17 a 48 cm de largo 
y 7 a 10 cm. de ancho, alternas y glabras o laxamente pubescentes en ambas caras. La 
base de las hojas es redondeada a ligeramente cordada, ápice largamente apiculado; el 
pecíolo es de 14 a 27 mm de largo, las estípulas son lineares y caducas. Las 
inflorescencias son caulinares y cimosas, las flores son pentámeras, hermafroditas, 
actinomorfas, y de 5 a 20 mm de diámetro; el pedúnculo floral es de 1 a 3 cm de largo. 
Los sépalos son (verdosos) blancos o rosa claros, 5 a 8 mm de largo, 1.5 a 2 mm de 
ancho, angostamente lanceoladas, persistentes y fusionados en la base. Los pétalos son 
un poco más largos que los sépalos, 6 a 9 mm de largo, libres, amarillentos, con dos y 
hasta tres nervios violetas adentro, glabros, con la parte inferior redondeada o 
abruptamente atenuada, recurvos y apiculados. Los estambres son 10 y lineares; cinco 
estambres fértiles se alternan con cinco estaminodios; todos los estambres están 
fusionados en la base formando un tubo; los estambres fértiles son de 2,5 a 3 mm de 
largo y están dispuestos frente a los pétalos; los estaminodios son violeta y 6.5 a 7.5 mm 
de largo. El ovario es de 2 a 3 mm de largo, anguloso-ovado, ligeramente pentagonal y 
pentámero. Los óvulos se disponen en dos filas con 6 a 16 óvulos por fila. El fruto es 
una baya grande llamada también mazorca, es polimorfa, esférico a fusiforme, púrpura o 
amarillo en la madurez, glabro, de 10 hasta 35 cm de largo y de 6 hasta 10 cm ancho, 
tiene un peso de entre 200 1000 gr, posee de 5 a 10 surcos longitudinales. El endocarpo 
es de 4 a 8 mm de grosor, duro y carnoso, y leñoso estado seco. Las semillas son café-
rojizas, ovadas, ligeramente comprimidas, cada una de entre 20 y 50 mm de largo, 12 a 
16 mm de ancho y 7 a 12 mm de grosor; la conformación del sistema radical del cacao 
depende de la clase de propagación utilizada en su siembra. En una planta proveniente 
de semilla hay una raíz principal o pivotante, que alcanza hasta dos metros de longitud. 
En el caso de las plantas provenientes de propagación clonal no hay una sola raíz 
principal sino varias y su diámetro es mayor a 5 mm. Igualmente hay raíces laterales o 
raíces que se ramifican superficialmente y miden hasta cinco metros de largo, de las 
cuales el 78% se ubican entre los 0-20 cm de profundidad y tienen un diámetro entre 1 – 
5 mm. Las raicillas alimentadoras proliferan cerca de la superficie en los primeros 5 cm 
de profundidad, en una masa compacta y su diámetro es menor a 1 mm, con una 
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extensión de 1.200 metros por metro cuadrado en árboles de 11 años de 
edad.(Kummerow J. et al., 1981; Gama R. y Cadima Z., 1991; León J., 2000). 
 
Figura N° 4: Árbol de cacao en la estación experimentar “el Choclino “. (Fuente: Registro 
grafico propio) 
 
El efecto del sistema de propagación también se observa en el tallo. Cuando la planta se 
origina a partir de una semilla sexual presenta un tronco vertical que puede desarrollarse 
en forma muy variada dependiendo de las condiciones ambientales, pudiendo alcanzar 
los 20 m de altura. En general, cuando la planta alcanza 1,50 a 2 m de altura se abre 
dando origen a 3, 4 o 5 ramas distribuidas al mismo nivel formando la mesa, molinillo o 
verticilo. Las plantas de origen clonal obtenidas mediante injerto o estacas presentan una 
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conformación diferente sin el predominio de un eje principal. En este caso el tallo 
usualmente se asemeja a una rama primaria porque normalmente los injertos se hacen a 
partir de yemas plagiotrópicas, consecuentemente la planta no crece verticalmente y no 
emite horqueta. Las hojas son de superficie lisa y brillante por ambas caras, con colores 
variables que van desde morado hasta verde pálido, la longitud del peciolo varia en 
tamaño dependiendo si son ramas ortotrópicas (crecimiento vertical) o plagiotrópicas 
(crecimiento horizontal) siendo este más largo en las primeras (Enriquez G., 1968, León 
J., 2000). 
 
1.3 Principales grupos cultivados de cacao en el mundo; Theobroma cacao fue 
diferenciarla en “cultivares”, proponiéndose dos grandes grupos: Criollo y Forastero 
(Morris D., 1882). Años después se sugirió una nueva clasificación en grupos básicos: 
Criollos, Forasteros amazónicos y Trinitarios (Cheesman E., 1944). Sin embargo en la 
actualidad se  ha mencionado que la especie Theobroma cacao comprende una gran 
variedad de formas y poblaciones muy diferentes y que las antiguas clasificaciones no 
describen suficientemente la variabilidad de la especie (Hall H. et al., 2010), (Zhang D. 
et al., 2009). Sin embargo las antiguas clasificaciones siguen siendo usadas como 
referencia en muchos trabajos de investigación (fig. 5). 
 
Particularmente, el grupo Forastero abarca una alta variabilidad genética, mientras que 
las formas Criollo son genéticamente más estrechamente definidas. El grupo Trinitario 
comprende híbridos entre los dos primeros grupos. La mayoría de las formas de cacao 
cultivadas mundialmente hoy en día son híbridos de orígenes mixtos que no pueden ser 
completamente incluidos dentro de esta división clásica. Un estudio reciente basado en 
datos moleculares clasifica las formas conocidas en 10 conglomerados principales o 
grupos (Motamayor J. et al, 2003). La delimitación clásica de grupos, ya sin base 
científica, puede resumirse de la siguiente manera: 
1.3.1 Cacao Criollo; Se cree que el cacao criollo era la única variedad de cacao 
cultivado en Mesoamérica antes de la llegada de los europeos (Bartley B., 2005; 
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Motamayor J. et al., 2002). Los Criollos (palabra que significa nativo pero de 
ascendencia extranjera), se originaron también en Sudamérica, pero fueron domesticados 
en México y Centro América y son conocidos también como híbridos de cacao dulce; el 
cacao Criollo comprende árboles delgados, son plantas de poco vigor y bajo 
rendimiento, destacándose la alta calidad de sus semillas. Este tipo de cacao posee un 
cotiledón de color entre marfil pardusco y castaño muy claro, con un olor de cacao dulce 
unido a un aroma delicado característico; los frutos tienen típicamente una cubierta 
delgada, y una pigmentación rojiza. Las formas Criollo muestran signos de depresión 
endogámica y frecuentemente mayor susceptibilidad a plagas. Se cultiva en México, 
Venezuela, Colombia, Nicaragua, Guatemala, Trinidad, Jamaica y Granada, en la zona 
del océano Índico y en Indonesia. Representa, como mucho, el 10% de la producción 
mundial (Wood G., 1975; Adriazola J, 2003). 
1.3.2 Cacao Forastero; El cacao Forastero abarca una amplia gama de poblaciones de 
América del Sur (Bartley B., 2005), pero no se utilizó en la producción hasta mediados 
del siglo 18. El cacao Forastero fue llevado a las regiones tradicionales productoras de 
cacao, incluyendo América Central y el Caribe, se sabe algunas de las  plantaciones de 
cacao fueron devastadas por las enfermedades desconocidas. Su centro de origen es la 
parte alta de la cuenca del Amazonas en el área comprendida entre los ríos Napo, 
Putumayo y Caquetá, se caracteriza por ser de mayor tolerancia a las enfermedades que 
el cacao Criollo, sus frutos de cáscara dura y leñosa, de superficie relativamente tersa y 
de granos aplanados, pequeños de color morado y sabor amargo; dentro de esta raza se 
destacan distintas variedades como Cundeamor, Amelonado, Zambito, Calabacillo y 
Angoleta. La variedad Nacional originaria de Ecuador se caracteriza por ser un cacao 
fino y de gran aroma y también pertenece a este grupo. La variedad Forastero y 
derivados de este tipo de cacao  representan aproximadamente un 85% de la producción 
mundial, proveniente de los países de África Occidental y Brasil. (Hunter R., 1990). 
1.3.3 Cacao Trinitario; Se cree que la población de cacao Trinitario debió haber 
surgido  naturalmente en Trinidad, por hibridación entre remanentes Criollos y 
germoplasma Forastero  que se introdujo de Venezuela en la mitad del siglo XVIII 
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(Cheesman E., 1944; Bartley B., 2005). Por esta razón, estos materiales presentan 
características morfológicas y genéticas de ambas razas. Es más resistente y productivo 
que el cacao “Criollo” pero de inferior calidad. Es producido en Granada, Jamaica, 
Trinidad y Tobago, Colombia, Venezuela y América Central. 
Presentan granos de tamaño mediano a grande y cotiledones de color castaño (Enriquez 
G. y Soria J., 1968; Arciniegas A. 2005, Bartley B. 2005). Ocupan del 10 al 15% de la 
producción mundial. 
 
Figura N° 5: Grupos germoplasmicos Naturales de cacao y su localización en un mapa de 
centro y sur América. (Fuente: Lachenaud P. 1997). 
En la literatura botánica sistemática se reconocen paralelamente dos subespecies dentro 
de Theobroma cacao: Theobroma cacao L. subsp. Cacao y Theobroma cacao L. subsp. 
sphaerocarpum. las razas y cultivares de la subespecie cacao forman el grupo Criollo, 
mientras que la subespecie sphaeorocarpum corresponde al grupo Forastero. (Dostert N. 
et al., 2011). 
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Durante miles de años, el cacao ha sido cultivado en América y todos los tipos o razas 
que se encuentran hoy no son más que variedades o cultivares de los que apenas es 
posible conocer su origen y su historia. Se han producido mutaciones, se han hecho 
selecciones y han ocurrido numerosos cruzamientos naturales (Braudeau J., 1975). 
 
1.4 Centro de Origen; Por “centro de origen” se entiende una zona geográfica donde 
adquirió por primera vez sus  propiedades distintivas una especie vegetal, domesticada o 
silvestre, (FAO, 2009).Para poder dilucidar cuál sería el centro de origen más exacto 
para Theobroma cacao es necesario tener en cuenta la importancia de las variedades 
domesticadas en Centroamérica, además de la labor dispersante de la especie por el 
hombre y la naturaleza por miles de años y las evidencias actuales que colocan a la 
cuenca alta del  amazonas (involucra a Brasil, Perú, Bolivia, Ecuador, Venezuela y 
Colombia) como el poseedor de la mayor diversidad genética de la especie.  
Se han realizado trabajos importantes que discuten el centro de origen de esta especie 
(Motomayor J. et al., 2003; Cuatrecasas J., 1964; 2001; Smith N., 1999) que señalan que 
el origen del árbol de cacao se habría producido aproximadamente hace unos 4,000 años, 
en la región de las cuencas de los ríos Amazonas y Orinoco. Los primeros árboles del 
cacao crecían de forma natural a la sombra de las selvas tropicales de las cuencas 
del Amazonas y del Orinoco. Por otro lado Cheesman E. (1944); Dias L. (2001); Gómez 
A.(1999), Hunter R. (1990). Afirman que Cacao (Theobroma cacao L.) es originario de 
la selva tropical de América del Sur, aunque se cree que ha sido domesticadas en el sur 
de México y América Central Esta especie comprende un gran número de poblaciones 
morfológicamente muy variables, los cuales pueden ser cruzados entre sí (Cheesman E. 
1944; Bartley B. 2005). 
Se cree que el centro de la diversidad genética se encuentra en las regiones amazónicas 
altas, que tiene una serie de importantes sistemas fluviales que desembocan en el 
Marañón y el Amazonas. Incluyendo la selva tropical en el Perú, se ha propuesto como 
centro de origen de esta especie, basado en la hipótesis de que la superior variabilidad 
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genética se encuentra en la región amazónica a juzgar por la gran diversidad morfológica 
observada en esta región (Bartley B., 2005; Dias L., 2001; Cheesman E., 1944; 
Cuatrecasas J., 1964; Pound F., 1945). Zhang D. (2011) reporta que en el Perú existe una 
a diversidad alélica importante, basada en marcadores moleculares. Producto de los 
estudios mencionados se desdoblan tres hipótesis (Dias L., 2001; Motamayor J. et al., 
2002), que describen el centro de origen y la  dispersión  de esta especie. 
La hipótesis de dispersión Sur a Norte: supone que el cacao, cuyo centro de origen sería 
la cuenca alta del Amazonas, habría sido llevado por humanos a través de los Andes 
hacia Centroamérica, siendo aquí donde se domesticó. En contraparte la Hipótesis de 
dispersión Norte a Sur respalda un origen Centroamericano y dispersión del cacao en 
dirección opuesta a la anterior hipótesis; el centro de origen habría sido Centroamérica y 
a partir de aquí los cacaos habrían sido transportados por Amerindios hacia Sudamérica. 
Finalmente el “Desarrollo simultáneo” indica que existieron dos poblaciones de cacao, 
separados por el Istmo de Panamá y que  derivaron posteriormente en cacao Criollo en 
Centroamérica y Forastero en Sudamérica. (Chia J. 2009) 
Como cultivo, el cacao se llevó de Brasil a la colonia portuguesa de Príncipe en 1822 y 
de ahí a la isla Sao Tomé en 1830, ambas en el Golfo de Guinea. Posteriormente, gracias 
a la corona británica, Ghana obtiene el cacao en 1869 y por el año de 1951 se extiende al 
oeste de África, donde actualmente la producción mundial alcanza un 60 %. (Chia J., 
2009) 
Esta discusión sobre el origen y domesticación del cacao amplía el entendimiento del 
proceso evolutivo de la especie, con significativos impactos en la conservación y el 
mejoramiento genético.  
1.5 Fuentes de variabilidad; Existen numerosos tratados en los que se discute cómo se 
ha producido y aún se produce la variabilidad de las especies vegetales. Las fuentes de 
variabilidad para las especies de plantas cultivadas se pueden resumir en las categorías 
siguientes. 
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1.5.1 Evolutiva; Se refiere a la variabilidad producida durante los procesos evolutivos 
de especiación por los que haya pasado una especie, principalmente durante las etapas 
de aislamiento reproductivo, así como a la dinámica que la especie ha tenido y sigue 
teniendo en condiciones naturales. En este aspecto Ford B. y Jackson M. (1986) 
consideran que los patrones de diversidad genética de las plantas cultivadas resultan de 
la interacción de los factores principales siguientes: mutación, migración, 
recombinación, selección (natural y artificial) y deriva genética. Los tres primeros 
estimulan la producción de nueva variabilidad, mientras que los dos restantes pueden 
reducirla. En esta interacción entra a jugar un papel relevante la biología reproductiva, 
autógama o alógama, con sus variantes que desarrolle la especie esperando, por lo 
general, una mayor variabilidad en las alógamas que en las autógamas. 
1.5.2 Geográfica; Esta fuente de variabilidad es importante para un buen número de 
especies cultivadas que tienen un amplio rango de distribución geográfica, porque 
además de su dispersión natural, han sufrido una extensa dispersión artificial por acción 
del hombre. En ambos casos, al llegar a un nuevo nicho ecológico empiezan un nuevo 
proceso evolutivo en el cual crean variantes genéticas de adaptación como respuesta a 
variaciones en los componentes ambientales. Una vez más entran a jugar los factores 
principales mencionados en la variabilidad evolutiva. En términos generales, se espera 
que a mayor rango de dispersión geográfica de una especie vegetal, ocurra una mayor 
variabilidad. 
1.5.3 Domesticación; Durante el proceso de domesticación de las especies cultivadas el 
hombre ha ejercido una fuerte presión de selección que ha permitido la preservación de 
muchas variantes las cuales, posiblemente, hubieran desaparecido en condiciones 
naturales. De la misma manera, el hombre también indujo la producción de nuevas 
variantes, tanto para facilitar el manejo agronómico como para incrementar la 
producción. En el proceso de domesticación se pueden identificar dos etapas distintas de 
presión de selección del hombre con el objeto de preservar o producir variabilidad. La 
domesticación que abarca todo el proceso de selección empírica mediante el cual el 
hombre fue adaptando las especies para suplir sus necesidades básicas en alimentación, 
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vestido, salud e industria. Esto fue posible mediante la selección y conservación de 
variantes útiles que aparecían en las poblaciones en un proceso que para la mayoría de 
las especies cultivadas tuvo una duración superior a 10,000 años. 
El descubrimiento de la genética que proporcionó una vía alterna a la naturaleza 
permitiéndole ampliar su variabilidad en el corto tiempo. Por otra parte, desde el 
comienzo del siglo XX, es decir hace aproximadamente 100 años, genetistas y 
mejoradores han estado produciendo nuevas variantes genéticas mediante infinidad de 
cruzamientos en la búsqueda de solucionar problemas de producción y aquellos 
ocasionados por plagas y enfermedades en las especies cultivadas. 
1.6 Recursos fitogenéticos; Desde la aparición de la vida en la Tierra hace unos 3.000 
millones de años, el proceso evolutivo ha originado una enorme diversidad de especies e 
individuos que mediante los procesos de selección permanente se han adaptado a las 
diferentes condiciones del globo. Esta variabilidad genética acumulada resulta esencial 
para el equilibrio del sistema y constituye lo que se denomina germoplasma del planeta. 
Dentro de este conjunto, los “recursos fitogenéticos” comprenden la diversidad genética 
correspondiente al mundo vegetal que se considera poseedora de un valor para el 
presente o el futuro. Bajo esta definición se incluyen normalmente las categorías 
siguientes: variedades de especies cultivadas, tanto tradicionales como comerciales; 
especies silvestres o asilvestradas afines a las cultivadas o con un valor actual o 
potencial, y materiales obtenidos en trabajos de mejora genética (Esquinas J., 1993). 
Los recursos fitogenéticos constituyen un patrimonio de la humanidad de valor 
incalculable y su pérdida es un proceso irreversible que supone una grave amenaza para 
la estabilidad de los ecosistemas Tropicales, el desarrollo agrícola y la seguridad 
alimentaria del mundo. Los recursos genéticos vegetales, según el Instituto Internacional 
para los Recursos Fitogenéticos IPGRI (1995), “representan la materia viviente que 
puede propagarse sexual o asexualmente; tienen un valor actual o potencial para la 
alimentación, agricultura o forestería y pueden ser cultivares primitivos (razas locales), 
cultivares obsoletos, cultivares modernos; poblaciones en proceso de mejora genética, 
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poblaciones silvestres y especies relacionadas”  por tanto, los recursos genéticos son una 
fracción de esta diversidad biológica, que tienen un importante valor potencial para el 
establecimiento de la agricultura y su relación con la alimentación, es por eso que el 
hombre debe conocerlos, manejarlos, mantenerlos y utilizarlos racionalmente (Jaramillo 
S. y Baena M., 2000). La pérdida de variabilidad genética supone una limitación de la 
capacidad de responder a nuevas necesidades y un incremento de la vulnerabilidad de 
nuestros cultivos frente a cambios ambientales o aparición de nuevas plagas o 
enfermedades. (Martín I., 2001). 
 
El valor de las colecciones de recursos fitogenéticos reside en la utilización que de ellas 
se haga para producir nuevos cultivares, domesticar nuevas especies y desarrollar 
nuevos productos, para el beneficio de las actividades productivas. Las colecciones 
deben proveer a los mejoradores de variantes genéticas, genes o genotipos, que les 
permitan responder a los nuevos desafíos planteados por los sistemas productivos, 
siendo para ello imprescindible conocer las características del germoplasma conservado. 
(Abadie T. y Berreta A.,  2001) 
 
1.7 Mantenimiento de recursos genéticos del cacao; En el caso del cacao, estos 
recursos genéticos se conservan en bancos de germoplasma, Los bancos de 
germoplasma son centros (instalaciones) para la conservación de germoplasma. Pueden 
ser de varios tipos dependiendo de la parte de la planta que se pretende conservar: 
bancos de semillas, bancos de polen, bancos de clones (colecciones en campo) y bancos 
de conservación in vitro de órganos y tejidos vegetativos y/o reproductivos, conservados 
para fines de aprovechamiento, mejoramiento genético y mantenimiento de diversidad. 
Los bancos de germoplasma pueden ser colecciones base (CATIE-Costa Rica y CRU-
Trinidad), cuyas instalaciones poseen un elevado número y diversidad de accesiones o 
colecciones activas (Banco de germoplasma de cacao-UNAS-TM, u otro), con menor 
número y diversidad de accesiones. Los bancos de germoplasma que son producto de 
numerosas expediciones de recolección a zonas donde se conoce que estas plantas 
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subsisten de una forma natural o  ya sea zonas productoras de importancia. La finalidad 
extender un pool genético definido para futuros trabajos encaminados al mejoramiento. 
 
La Amazonía peruana (región alta del río amazonas), alberga un gran número de 
poblaciones diversas de cacao (Pound F., 1945; Schultes R., 1984; Bartley B., 2005), y 
que en la actualidad esta variabilidad está bajo amenaza debido a la rápida perdida de su 
hábitat natural. El territorio de la cuenca amazónica peruana comprende 956,751 km2, 
que corresponden al 74.4 % del territorio nacional y el 15 % de la cuenca amazónica 
total. Una característica importante en la Amazonía es la heterogeneidad de las 
formaciones vegetales desde el punto de vista fisionómico estructural y de diversidad 
florística. La diferente composición florística de la Amazonía peruana responde al tipo 
de substrato gradiente de humedad y tipo de aguas relacionada a los diferentes biotopos: 
suelos lateríticos; suelos aluviales, relativamente ricos; suelos muy pobres de arena 
blanca; suelos estacionalmente inundados y suelos permanentemente inundados. Las 
áreas de colecta de cacao con mayor potencial de recursos silvestres son las  regiones de 
Loreto, Amazonas y San Martín siendo el principal foco geográfico los afluentes de los 
ríos Morona, Huallaga, Marañón y Nanay, además de los valles del río Ucayali (Evans 
H. et al., 1998). 
 
Durante las últimas décadas, varias expediciones se han hecho y una gran cantidad de 
germoplasma, tanto de poblaciones nativos y cultivadas adhesiones, se han obtenido de 
la región del alto amazonas (Bartley B., 2005).A partir de 1930, cuarenta expediciones 
de colecta de germoplasma se han realizado en los países centro de origen del cacao., el 
Dr. F.J. Pound realizó 2 expediciones (1938 y 1943) a la Amazonía peruano-ecuatoriana, 
los sitios que recogían estaban todos en la región alta del Amazonas, incluyendo Río 
Nanay, Río Morona, Río Marañón y sus afluentes. Colectó mazorcas y varas yemeras de 
árboles de cacao aparentemente inmunes a la "escoba de bruja" producida por el hongo 
Crinipellis perniciosa; este germoplasma fue llevado a Trinidad y una parte se estableció 
como Jardín clonal en Iquitos a los que se les denominó “Clones Pound”, este material 
genético perteneciente al grupo Forastero, sirvió para hacer selección clonal, 
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cruzamientos y obtención de clones Trinitarios, ICS (Selección del Colegio Imperial), 
Muchos clones comerciales, llamados ahora “Clones Internacionales” tienen su origen 
en esta colección. (Arévalo E., 2011). 
 
Posteriormente, se realizaron expediciones de colección a la Amazonía colombiana por 
Chalmers A. En 1967, a la Amazonía brasileña por Barriga en 1984, a la Amazonía 
ecuatoriana por J. Alleny R. Lassen 1983, a la Amazonía peruana por B. Coral 
entre1987 y 1989, otras colecciones en Venezuela y México. En la década de 1950, los 
nuevos clones extranjeros fueron introducidos en Perú. Entre ellos se encontraban las 
selecciones de Compañía de alimentos Costa Rica (UF clones), las selecciones Colegio 
Imperial de Trinidad (ICS clones), y las selecciones de Ecuador (EET clones). Un 
programa de cría se puso en marcha en 1953 por instituciones nacionales peruanas para 
desarrollar híbridos de cacao de alto rendimiento y resistencia a enfermedades (Arévalo 
E. et al., 1999). Se realizaron cruzas controladas entre clones extranjeros introducidos y 
germoplasma Forastero peruano. 
 
Los genotipos de cacao cultivados actualmente en Perú consisten en variedades 
tradicionales y los híbridos derivados del germoplasma introducido. Se ha sugerido que 
el fondo genético de estos genotipos puede ser parcialmente remonta a la "colección de 
Pound," que se estableció en la década de 1930 (Arévalo E. et al., 1999; Pound F., 
1945). Esta colección se compone de cinco poblaciones naturales de la Amazonía 
peruana, incluidos los grupos de germoplasma de Iquitos Mezclado Calabacillo (IMC), 
Morona (MO), Nanay (NA), Parinari (PA) y Scavina (SCA) (Pound F., 1938- 1945; 
Zhang et al. 2009).  Un gran número de plantas híbridos fueron distribuidas en las 
regiones productoras de cacao, este fue un esfuerzo especialmente importante en los 
distintos programas de rehabilitación con el apoyo de los programas de las Naciones 
Unidas de Control de Drogas (PNUFID) en los años 1980-1990 (Evans H. et al., 1998). 
 
La Universidad Nacional Agraria de la Selva (UNAS) de Tingo María (Huánuco), tiene 
a su cargo un Banco de Germoplasma que es una colección activa de cacao. Éste le fue 
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transferido desde el año 1990 por Programa de Naciones Unidas para el Desarrollo 
(PNUD) con la finalidad de conocer, evaluar y generar semilla élite. El pool genético ahí 
está conformado por aproximadamente 160 accesiones: colección Internacional o 
Introducida, colección Huallaga y colección Ucayali - Urubamba (García H., 2000; 
IICA, 2006). 
 
El Instituto de Cultivos Tropicales (ICT) en convenio con USDA-ARS desde el año 
2002, desarrolla el programa de investigación “Elaboración de un sistema gestión 
eficiente de los cultivos de árboles tropicales, evaluación de germoplasma y agentes de 
control biológico para mejorar la sostenibilidad del cacao en la Estación experimental el 
Choclino”, siendo el objetivo del proyecto el estudio de cultivos tropicales, manejo y 
sistemas que conlleven a la sostenibilidad. Además que ha realizado trabajos de 
selección recurrente en campos de productores en los últimos años, en la búsqueda de 
materiales productivos, existentes a enfermedades. Además ICT con el apoyo de 
INCAGRO  en el año 2007realizo también un trabajo en el que se llegó a seleccionar 44 
clones de más de 600 plantas híbridas como madres promisorias en la Región San 
Martín (Tocache y Juanjuí) la ubicación se aprecia en la figura 6, estos clones se 
conservan en la estación experimental “El Choclino” Se espera que de este material 
surjan genotipos de cacao promisorios para el incremento de la productividad y control 
de enfermedades con material resistente al corto y largo plazo, además de ampliar la 
base genética del cacao en la zona, a fin de encaminar investigaciones futuras en esta 
línea. 
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Figura N° 6: Ubicaciones del muestreo de accesiones de cacao realizado en las provincias de 
Mariscal Cáceres y Tocache, realizadas por el Instituto de Cultivos Tropicales del Perú (ICT). 
(Fuente: Adaptación de www.mapasperu.com) 
Por otra parte el Instituto de Cultivos Tropicales (ICT) desarrollo el proyecto 
“Colección, conservación y valoración de la diversidad de genotipos de cacao silvestre y 
su micota endófita en la Amazonía Peruana”, en convenio con USDA-ARS e 
INCAGRO. Por lo que realiza 3 expediciones a los principales ríos tributarios de la 
Amazonia (figura 7). Iniciando en Julio del 2008 con la primera expedición a los ríos 
tributarios del Río Huallaga, y río Marañón además se logró incursionar en 7 afluentes 
(Aypena, Ungurahui, Ungumayo, Nucuray, Urituyacu y Pastaza). En el mes de Agosto 
del 2009 se realizó la segunda expedición en los ríos Santiago y Morona y en Octubre 
del 2009 se realizó la tercera expedición en los ríos Tigre, Chambira y Napo. Es así que 
se retoma la colección de genotipos de cacao silvestre en la región alta del río amazonas 
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con la finalidad de tener un nuevo enfoque en el conocimiento, existencia y propagación 
de plantas de cacao silvestre, este trabajo de prospección permitió construir un mapa de 
la dispersión de plantas silvestres de cacao. El ecosistema de estos ríos mostro alta 
probabilidad de encontrar nuevo germoplasma, los clones obtenidos actualmente se 
conservan en un área denominada “colección de cacao silvestre de la amazonia peruana” 
(fig. 8) en la estación experimental “ElChoclino” (Arévalo E., 2011). 
 
 
Figura N° 7: Ubicación del muestreo de accesiones de cacao realizado en los ríos tributarios 
Amazónicos en las expediciones realizadas por el Instituto de Cultivos Tropicales del Perú (ICT) 
entre julio del 2008 y octubre del 2009. (Fuente: Adaptación de www.mapasperu.com) 
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Solamente una fracción pequeña de las accesiones recogidas anteriores se mantiene 
como colecciones ex-situ, debido al constante estudio que se realizan en ellas, logrando 
eliminar redundancias y ampliando el pool genético que sirven como la fundación para 
la mejora genética del cacao global. 
 
Debe entenderse que los Bancos de Germoplasma son entidades muy dinámicas, en las 
cuales el número de accesiones se incrementa como resultado de nuevas colectas, pero 
también existen reducciones en número como consecuencia de la identificación de 
duplicados, reordenamientos, condiciones ambientales o manejo de las mismas. 
 
Figura N° 8: Entrada del banco de germoplasma de genotipos silvestres colectados en la 
amazonia peruana, de propiedad del Instituto de Cultivos Tropicales (ICT). (Fuente: Archivo 
gráfico propio) 
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1.8 Mejoramiento Genético; Los recursos fitogenéticos para la alimentación y la 
agricultura  son los elementos básicos para el mejoramiento de los cultivos a través de la 
selección y  Mejoramiento genético convencional y mediante técnicas modernas de 
biotecnología. El mejoramiento de los cultivos permite adaptarlos a los cambios bióticos 
y ambientales y desarrollar nuevos usos y alimentos. Actualmente, todos los países 
dependen en gran parte de los recursos fitogenéticos de otros para la alimentación y el 
desarrollo agrícola sostenible (Debouck D., 2009). 
El cacao, como ya se mencionó antes, es una planta alógama, favorecida por la 
estructura misma de la flor y por sistemas de incompatibilidad presentes en las diferentes 
poblaciones. Por tanto es de esperar una gran variabilidad de caracteres en una población 
de árboles provenientes de semillas. Esta alta variabilidad de caracteres en una población 
confiere una ventaja para los trabajos de selección por cuanto el diferencial de selección 
es mayor, permitiendo aislar genotipos superiores y cambiar la frecuencia de ciertos 
genes mediante trabajos de selección e hibridación. La mayoría de países productores de 
cacao en el mundo tienen una amplia diversidad genética que imposibilita conservar la 
pureza genética de un tipo de cacao con características deseables, de allí que son pocos 
los que producen cacaos finos. (Arévalo E., 2011) 
En cacao es posible propagar vegetativamente una planta deseable y conservar así los 
genotipos superiores a los que se le denomina “clones”. También es posible utilizar los 
genes de estos para usarlos en cruzamientos para transmitir los caracteres buscados. Los 
métodos de mejoramiento utilizados en cacao consiste en seleccionar plantas superiores 
con cualquier carácter de importancia, como resistencia a enfermedades o insectos, 
rendimiento, calidad, etc., y luego propagación vegetativa, y utilizar  material superior 
en programas de hibridación con fines de combinar los caracteres deseables. 
El mejoramiento genético demanda una mayor diversidad genética en las colecciones, 
siendo la caracterización y evaluación de éstas, una de las mayores prioridades. En 
forma similar que otros cultivos perennes, el cacao depende de la disponibilidad de 
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material genético de origen silvestre para la obtención de variedades importantes 
(especialmente para aspectos de resistencia a enfermedades) (Chia J.,  2009). 
Es importante señalar además que para alcanzar la manifestación de una nueva 
característica deseable se hace necesario la selección de aquellas plantas recombinantes 
que logran adquirirla. Este proceso puede necesitar hasta 10 generaciones de selección 
de las plantas mejoradas y el descarte de aquellas en donde la característica no se logra 
expresar completamente. Con los avances de la biología molecular se ha logrado ubicar 
e incorporar solamente el gen o los genes que tienen esta característica novedosa y se 
ahorra mucho tiempo en la obtención de variedades mejoradas. Igualmente, se asegura 
que el mejoramiento inducido sea más puntual y directo, ya que existen técnicas que 
permiten corroborar la presencia o ausencia del gen en plántulas jóvenes, lo cual a su 
vez agiliza notablemente los procesos de selección de los individuos agronómicamente 
interesantes. La filosofía que se adopta en cuanto al mejoramiento genético de cacao es 
la de lograr generar variedades superiores “plantas élite”, que reemplacen a las 
variedades “tradicionales”. Para lograr esto es necesario partir por la selección de 
árboles de cacao con mayor productividad, Resistencia a plagas y Superior calidad 
organoléptica. 
 
Los programas de mejoramiento del cacao enfocaron su atención en características 
fenológicas de interés agronómico las cuales, están fuertemente influenciados por el 
ambiente. A partir de la década de los ochenta del siglo pasado se empezaron a 
incorporar marcadores moleculares como herramientas auxiliares en los estudios y 
programas relacionados con esta planta. Se han empleado isoenzimas (Lanaud C., 1986), 
AFLP (Perry M. et al., 1998; Queiroz V. et al., 2003), RAPD (Lerceteau E. et al., 1997; 
Moreno Y. et al., 2004; Whitkus R. et al., 1998), y SSR ó microsatélites (Zhang D. et al., 
2006) con el objetivo de asociarlas a características de interés comercial (detallado más 
adelante) como el rendimiento agronómico y resistencia a enfermedades; dichos 
marcadores también se han empleado para reducir la redundancia y etiquetado erróneo, 
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conocer la estructura de las poblaciones tanto en bancos de germoplasma como ex situ, 
así como para analizar la genealogía de las accesiones. 
 
Por otro lado en la actualidad los agricultores están involucrados de manera sistemática 
en la selección de líneas que son más adaptables a las condiciones locales (Witcombe J. 
et al., 1996); se ha mostrado como un enfoque eficaz para promover la conservación de 
los recursos genéticos en fincas, ya que los agricultores son los más aptos para 
seleccionar las variedades con las que seguirán trabajando en el mismo ecosistema 
(Bellon M. et al., 2006). 
 
La Selección participativa puede ser más útil para los cultivos perennes tropicales en 
sistemas de producción a pequeña escala y de bajos insumos, donde la experiencia de los 
agricultores en las observaciones de campo de varios años puede beneficiar a la 
selección de árboles superiores, debido a la adaptación específica recibiría pesos 
adecuados como criterios de selección (Dias L., 2001; Eskes A., 2006). Para utilizar este 
método de obtención, se parte de la existencia de altos niveles de diversidad genética y 
la variabilidad de las características agronómicas de los campos de los agricultores, que 
pueden ser exploradas para la identificación de cultivares promisorios (Bellon M. 2006; 
Dias L., 2001). Una mejor comprensión de la estructura genética así como de la 
diversidad en la selección hecha por los agricultores es fundamental para la aplicación 
de la selección participativa, y para asegurar que el componente indígena de la 
diversidad genética está bien representado en los materiales de "élite" que se 
seleccionan. 
 
La hibridación es también una herramienta de la mejora genética en cacao y es posible 
tanto entre diferentes formas dentro de la especie como también entre especies diferentes 
del género Theobroma. La hibridación interespecífica e injertos son considerados como 
estrategias potenciales para el desarrollo de nuevas cultivos “resistentes” de cacao. 
(Rusconi M. et al., 2010). Una hibridación es posible entre especies estrechamente 
relacionadas, como también entre especies de diferentes secciones del género 
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Theobroma. Hibridación intraespecífica, especialmente sobre la base de clasificaciones 
moleculares de la diversidad del cacao, se ha utilizado para el desarrollo de nuevas 
variedades (Motamayor J. et al., 2003). Híbridos naturales son extremadamente escasos, 
lo que probablemente se debe a un eficiente sistema de aislamiento reproductivo y a una 
reducida distribución simpátrica de las especies (De la CruzM. et al., 1995). 
 
La diversidad genética del cacao comprende el conjunto de poblaciones  silvestres y 
domesticadas, con distinto origen genético y grado evolutivo, que ocupan un nicho 
ecológico específico y, que teniendo características semejantes y distintivas, se muestran 
variables o diferentes La diversidad genética del cacao juega un rol muy importante 
para: 
 
a) La conservación del germoplasma nativo y mejorado. 
b) La utilización del germoplasma promisorio con fines de propagación clonal. 
c) Como fuente de genes para los programas de mejora genética. 
d) Una mejor comprensión de relaciones de similitud o disimilitud taxonómica. 
e) La elaboración de mapas genéticos. 
f) El aislamiento, clonación, secuenciación de genes, etc. 
 
1.9 Caracterización de los Recursos Genéticos; Una de las tareas asociadas a los 
bancos de germoplasma y que facilita en gran medida la utilización de los materiales es 
la adecuada descripción de los mismos. En la descripción de colecciones se distinguen 
normalmente dos aspectos: la caracterización y la evaluación; la caracterización tiene 
sobre todo un objetivo de identificación de las entradas y se refiere principalmente a 
atributos cualitativos que pueden considerarse invariables (color de la flor, forma de la 
semilla, composición isoenzimática, perfil genético etc.). La evaluación persigue 
fundamentalmente determinar caracteres de interés agronómico que normalmente se ven 
influidos por las condiciones ambientales (precocidad, contenido en proteína, resistencia 
a plagas y enfermedades, etc.). En la práctica, los bancos de germoplasma suelen realizar 
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una tarea mixta de caracterización y evaluación, la evaluación de grandes colecciones de 
germoplasma para los caracteres más requeridos, como pueden ser factores de calidad o 
resistencia a estreses bióticos y abióticos, es un proceso muy costoso en tiempo y 
recursos, por ello, actualmente se plantea la idea de concentrar el trabajo de evaluación 
en las llamadas “colecciones nucleares”, constituidas un por un grupo de muestras 
representativas de la variabilidad genética de la colección total (Brown A., 1995). 
Una evaluación integral de la identidad genética del origen de cada una de las 
accesiones, y las relaciones genealógicas entre ellos, es esencial para reducir la 
redundancia en las colecciones de germoplasma. Esta información puede dar lugar a una 
mayor comprensión de la representación ecogeográfica de las colecciones existentes y 
mejorar la precisión y la eficacia de la utilización de germoplasma. (Zhang D. et al. 
2009) 
 
En general la caracterización de los recursos fitogenéticos en un banco de germoplasma 
permite proporcionar un mejor conocimiento del germoplasma, identificar duplicados, 
identificar genotipos faltantes en las colecciones, facilitar la planificación de nuevas 
colectas e introducciones, permitir el establecimiento de colecciones núcleos. En la 
identificación de especies, familias y géneros de plantas los caracteres morfológicos han 
sido muy usados, constituyéndose éstos en una herramienta útil e indispensable para 
realizar numerosos estudios en genética de poblaciones y agricultura (Arciniegas A., 
2005). La utilización eficiente de los recursos fitogenéticos depende de su adecuada 
caracterización. Tradicionalmente, estas caracterizaciones se han realizado utilizando 
largas listas de descriptores fenotípicos, principalmente de tipo morfológico o 
agronómico. Esto ha permitido diferenciar algunos materiales, pero a veces en forma 
imprecisa, debido a la interacción de estas variables con las condiciones ambientales 
(Wilches A., 2004). 
 
Los marcadores moleculares presentan muchas ventajas en comparación con los 
marcadores genéticos de tipo morfológico, especialmente por su alto número y su 
 41   
 
independencia de los efectos del medio ambiente. Los marcadores permiten revelar las 
diferencias que existen entre los genomas como producto del proceso evolutivo. Como 
aplicaciones de estas técnicas se puede mencionar la definición de grupos genéticos a 
nivel intra-específico (entre la misma especie) y la organización filogenética de las 
especies, o sea, las relaciones evolutivas entre distintas especies (Anthony H., et al., 
1997).La caracterización bioquímica y molecular ofrece una serie de oportunidades, 
entre ellas la de ser una alternativa para estimar la diversidad genética de las colecciones 
(Westman A. y Kresovich S., 1997), y por tanto ayudar a establecer criterios para 
mejorar la representatividad de las mismas. 
 
Se han realizado trabajos importantes en cuanto a la caracterización de recursos 
genéticos de cacao (Theobroma cacao L.) de diferentes colecciones en las que se puede 
mencionar: 
 
Motamayor  J. et al. (2008), Sugiere una nueva clasificación de germoplasma de cacao 
en 10 grupos principales: Marañon, Curaray, Criollo, Iquitos, Nanay, Contamana, 
Amelonado, Purus, Nacional y la Guayana. Basado en estudios con microsatelites (SSR) 
en un grupo de accesiones de Theobroma cacao colectados de centro y sur América. 
 
Chia J. (2009) estudio una colección de cacao de Tingo María. Ésta consistió en 50 
individuos o accesiones, de diversas procedencias genéticas y geográficas usando ISSR  
Las muestras fueron colectadas en la provincia de Leoncio Prado (región de Huánuco) y 
se mantienen en el banco de germoplasma de la Universidad Nacional Agraria de la 
Selva y de la Estación Experimental Agrícola Tulumayo. Resultando que el cacao de 
Cusco y Huánuco poseen mayor diversidad genética que el resto de muestras, así mismo  
encontró una baja diferenciación genética entre poblaciones. Además observo que el 
nivel de variación genética fue mayor a nivel intra-subpoblacional en comparación con 
la variación inter-poblacional. 
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Perry M. et al., (1998) y Saunders J. et al., (2000) trabajaron el método de AFLP en 
cacao, con la finalidad de compararlos con otro tipo de marcadores como RAPD y SSR. 
Reportaron una buenos resultados en cuanto a la obtención de bandas marcadoras 
polimórficas por parte de AFLP y recomendaron su utilización en estudios de 
variabilidad genética. 
 
Romero C. et al. (2010). Analizan 41 plantas de cacao pertenecientes a cuatro cultivares 
diferentes y conservadas como colecciones ex situ en un invernadero privado de la 
Región Amazónica del Ecuador fueron evaluadas mediante el análisis de nueve 
microsatélites (SSR)  con el objetivo de verificar la relación genética de estas plantas 
con el grupo de cacao Nacional. El promedio de diversidad genética detectado entre los 
individuos que conforman cada una de las cuatro poblaciones fue He = 0.80, además 
resalta los bajos niveles de diferenciación genética entre las poblaciones. 
Zhang D. investigador de USDA ha realizado varios trabajos de variabilidad genética y 
poblacional en cacao perteneciente a la Amazonia peruana así como otras zonas 
productoras de cacao en el Perú, resaltando los siguientes trabajos: 
 
“Caracterización molecular de una colección de cacao (Theobroma cacao L.) del Alto 
Amazonas utilizando marcadores microsatélites de ADN "(Zhang D. et al., 2009), el 
cual analizó 612 accesiones de cacao obtenidos de los sistemas de los ríos Ucayali, 
Marañón , Nanay, detecto un total de 180 casos de etiquetado incorrecto, además 
describió una pronunciada diversidad genética, estratificada según los sistemas fluviales 
de la Amazonía peruana. Así también señalo un alto nivel de la diversidad alélica en esta 
colección. Concluye afirmando que la gran mayoría de la Amazonía peruana, 
especialmente las afluentes superiores del rio Marañón no se han estudiado 
adecuadamente por falta de recopilación de muestras por expediciones. 
 
“Diversidad genética y estructura de poblaciones manipuladas y semi-naturales de cacao 
(Theobroma cacao) en los valles de Perú Huallaga y Ucayali "(Zhang D. et al., 2006), 
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donde trabajo con 105 accesiones de los clones Huallaga y Ucayali de la colección de 
germoplasma de cacao mantenidas en la Universidad Nacional Agraria de la Selva, en 
Tingo María. En consecuencia detecto que el grupo Huallaga mostro menor diversidad 
genética, tanto en términos de riqueza alélica y de la diversidad genética que el grupo de 
Ucayali. Estos resultados corroborar la hipótesis de que la Amazonía peruana alberga un 
alto nivel de diversidad genética del cacao, finalmente señala que la introducción de 
poblaciones de semillas exóticas en la Amazonía peruana está cambiando el espectro de 
germoplasma de cacao en esta región, por lo que recomienda recolecciones adicional y 
medidas de conservación para las poblaciones de cacao naturales y semi-naturales. 
 
“Estudio de la estructura genética de Theobroma cacao seleccionado por agricultores en 
la Amazonía peruana: Implicaciones para la Conservación y Rehabilitación por sistema 
de Granja” (Zhang D. et al., 2011).Donde estudio la el parentesco y estructura 
poblacional de 220 plantas de cacao seleccionadas por agricultores detectando un alto 
nivel de riqueza de alelos y heterocigosidad en estas elecciones. Demostró que estas 
selecciones se componen principalmente de híbridos derivados de Trinitario y 
germoplasma Forastero del Alto Amazonas. Además se mostró que las progenies 
híbridas están estrechamente relacionadas en las granjas vecinas y aldeas así también se 
vio que a pesar de la introducción de germoplasma exótico en el pasado, las accesiones 
pertenecientes al grupo Forastero del alto Amazonas sigue siendo el elemento dominante 
en el valle del Huallaga. 
 
1.10 Generalidades acerca del ADN; El ADN o Ácido desoxirribonucleico es una 
doble cadena enrollada alrededor de proteínas conocidas como histonas. En esta doble 
hélice se encuentra la información genética de todo organismo viviente. El ADN se 
enrolla nuevamente hasta constituirse en un cromosoma. El número de cromosomas 
varía entre los distintos organismos, pero no existe una clara relación entre la 
complejidad del organismo y el número de cromosomas que el mismo posee, los genes 
están localizados en los cromosomas, cada uno de los cuales codifica para una 
característica específica, por ejemplo, el gen que regulan los colores de  las flores, la 
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altura, el color de las hojas, tamaño de la planta, longitud entre ramas, ángulo de las 
hojas, productividad y resistencia, entre otros; y los alelos son las distintas formas que 
puede tener este gen: azules, negros, verdes, altos, bajos, lacio, crespo, resistentes, 
susceptibles, entre otros. 
Existe una ruta para que la información genética que está contenida en el ADN se 
exprese, y en ella se ven involucrados algunos pasos y varias enzimas que hacen el 
trabajo. El conocimiento de la estructura y los mecanismos de replicación del ADN 
rompen, sin dudas, las barreras naturales que existen entre las especies. De este modo, 
no debe  Hacerse referencia a especies, sino a ADN, que se comporta de manera similar 
y por lo tanto, puede estudiarse en iguales condiciones, modificarse y mejorarse. El 
estudio del ADN ha permitido señalar aquellas características que resultan útiles o 
ventajosas para ciertas especies, como son la resistencia natural a ciertos patógenos y 
plagas, un alto grado de productividad, altura ideal de las plantas, color y otras 
características de interés agronómico. Algunas de estas características están conferidas 
por un gen, pero otras, son el resultado de la expresión de varios genes, con lo que su 
transferencia a otros organismos o su localización dentro del genoma se hace un poco 
más compleja. (Wilches A., 2004) 
 
1.11 Caracterización Molecular; La biología molecular es considerada como una 
herramienta indispensable en los programas de mejoramiento genético. En este sentido, 
y en apego al espíritu de las entidades académicas, es fundamental procurar su máxima 
utilización en apoyo a los programas de investigación, docencia y proyección social. 
(Wilches A., 2004). En el caso de Theobroma cacao, su empleo ha resultado de gran 
utilidad en estudios relacionados con diversos aspectos de la biología y genealogía de 
esta planta tropical. Así, han sido auxiliares en estudios de etiquetado de accesiones en 
los bancos de germoplasma más importantes del mundo, donde la clasificación y muchas 
veces el etiquetado erróneo (Motamayor J. et al., 2008; Motilal L. et al., 2011; Takrama 
J. et al., 2005; Zhang D. et al., 2009-2008). 
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Los marcadores moleculares se basan en tres diferentes estrategias de detección del 
polimorfismo: hibridación del ADN, reacción en cadena de la polimerasa y secuencia 
miento de ADN. Sin embargo, cada una de las mencionadas técnicas tiene ventajas y 
desventajas que deben evaluarse según la aplicación y condición (Karp A. et al., 1997; 
Spooner D., 2005). En muchos casos, debido a la escasez de especialización técnica, 
recursos financieros e infraestructura adecuada el acceso a las técnicas en biología 
molecular de última generación es muy limitado y para esto se deben evaluar las 
alternativas disponibles. Antes de las primeras aplicaciones de los marcadores 
moleculares en estudios de genética y mejoramiento de organismos, los marcadores por 
elección, eran aquellos regulados por genes asociados a caracteres morfológicos y de 
rendimiento, en general fenotipos de fácil cuantificación e identificación visual. Sin 
embargo, el limitado número de estos marcadores y la interferencia epistática o 
ambiental acotaron su expansión (Azofeita A., 2006). 
 
Los marcadores del ADN se basan fundamentalmente en el análisis de las diferencias en 
pequeñas secuencias del ADN entre individuos. Las técnicas empleadas para ello son 
muy diversas y dan el nombre a los distintos tipos de marcadores, los cuales pueden ser 
de carácter dominante o codominante (Karp A. y Edwards, 1998). Los marcadores 
moleculares presentan muchas ventajas en comparación con los marcadores genéticos de 
tipo morfológico, especialmente por su alto número y su independencia de los efectos 
del medio ambiente. Los marcadores permiten revelar las diferencias que existen entre 
los genomas como producto del proceso evolutivo (Wilches A., 2004). Como 
aplicaciones de estas técnicas se puede mencionar la definición de grupos genéticos a 
nivel intra-específico (entre la misma especie) y la organización filogenética de las 
especies, o sea, las relaciones evolutivas entre distintas especies (Anthony H. et al, 
1997). Existen varias técnicas para definir marcadores moleculares y detectar 
polimorfismos, pero ninguna de ellas es ideal. Por ello, se debe tomar en cuenta la 
finalidad y la resolución genética deseada, así como los costos, antes de elegir una 
técnica (Müeller U. et al., 1999). 
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1.12 Polimorfismo en la longitud de los fragmentos amplificados (AFLP); Los AFLP 
son considerados marcadores de alta eficacia, permiten el análisis de un elevado número 
de loci por experimento sin requerir información previa sobre su secuencia, son en su 
mayoría dominantes y altamente reproducibles. Sin embargo, la técnica es más 
complicada de ejecutar que la de los RAPD y el SSR, además requieren una mayor 
cantidad de ADN (Karp A. et al., 1997). Se ha convertido en la herramienta molecular 
más adecuada para establecer la huella génica de cualquier origen o complejidad, 
analizando simultáneamente muchos loci y detectando un mayor número de marcadores 
de ADN polimórfico que cualquier otro medio basado en la PCR. 
Por su alto grado de resolución, versatilidad y reproducibilidad, así como su costo 
relativamente bajo, los marcadores moleculares generados por AFLP están siendo 
empleados con mayor frecuencia en diversas áreas, incluyendo estudios sistemáticos, 
tipificación, genética de poblaciones, huella genética y mapeo de rasgos cuantitativos o 
fenotípicos (QTL), Por ello, la AFLP ha encontrado mucha aplicación en el monitoreo 
de heredabilidad de características deseables tanto en plantas como animales, 
diagnóstico de enfermedades hereditarias, análisis de pedigríes, tipificación forense, 
análisis de paternidad, monitoreo de poblaciones silvestres, identificación de familias, 
medición de variabilidad genética, construcción de mapas genéticos (localización genes 
en los cromosomas), búsqueda de marcadores de ADN ligados a rasgos genéticos y 
tipificación microbiana, en la construcción del armazón de los mapas genéticos en el que 
se localizan los marcadores codominantes, para discriminar entre individuos 
cercanamente relacionados y para localizar genes específicos en genomas complejos 
(Valadez E. y Kahl G., 2000). 
 
El análisis AFLP combina la digestión con enzimas de restricción con el PCR. El primer 
paso involucra la digestión del ADN con dos enzimas específicas de restricción, 
comúnmente se usan EcoRI, AseI, HindIII, ApaI y PstI, las cuales requieren 6-8 bases 
en secuencia específica para poder hidrolizar, lo que genera fragmentos muy grandes 
debido a la baja frecuencia de estos sitios de corte. Para aumentar el número de cortes, 
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por otro lado, la digestión se lleva a cabo en combinación con otra enzima (MseI ó TaqI) 
que solamente necesita 4 bases y que, por lo tanto, genera mayor número de fragmentos. 
En ambos casos, las enzimas tienen alta especificidad, garantizando la reproducibilidad 
del patrón de fragmentos de ADN. Es necesario agregar adaptadores (oligonucleótidos 
sintéticos) de doble cadena, de 10-30pb en los extremos, para que éstos se peguen en los 
bordes de los fragmentos recién formados, utilizando la enzima T4 ADN ligasa, y de 
esta manera proveer una secuencia conocida para poder amplificar mediante PCR. En 
este paso, también se requiere el uso de ligasas para facilitar la unión entre los bordes de 
los fragmentos y las secuencias cortas conocidas. El uso de adaptadores es necesario 
porque las secuencias que permanezcan en los bordes de los fragmentos, luego de ser 
cortados, no son adecuadas para actuar como iniciadores (Karp A. et al., 1997).Si el 
primer paso se realizó adecuadamente, todos los fragmentos de restricción se 
amplificarían mediante PCR. Para poder discriminar entre todos los fragmentos de 
restricción que se forman, se diseñan los iniciadores de tal manera que incorporen el 
adaptador de secuencia conocida más uno, dos o tres pares de bases (dejando por fuera 
alguna de las cuatro posibles: A, G, C o T). La amplificación mediante PCR solo 
ocurrirá en aquellos fragmentos en donde los iniciadores encuentren las secuencias 
complementarias tanto para el adaptador como para los pares de base adicionales. En 
este caso, los pares de bases adicionados actúan como nucleótidos selectivos. Si 
solamente se utiliza uno de estos nucleótidos se amplificarán más fragmentos de los que 
se podrían amplificar si se utilizaran dos nucleótidos. Del mismo modo, si se utilizan 
tres nucleótidos se obtendrían menos fragmentos  amplificados. Por alguna razón 
técnica, la adición de más de tres nucleótidos selectivos al iniciador resulta en una 
amplificación PCR no específica (Karp A. et al., 1997). 
 
Durante el PCR normalmente se realizan dos ciclos térmicos selectivos. En el  primero 
se utiliza un único nucleótido selectivo, en el segundo ciclo térmico, se utiliza el anterior 
nucleótido más uno o dos nucleótidos selectivos adicionales. Los fragmentos 
amplificados de esta forma pueden ser luego separados en un gel de poliacrilamida 
mediante electroforesis y los productos de la amplificación pueden ser visualizados 
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mediante fluorescencia (Karp A. et al., 1997; Valadez E. y Kahl G., 2000) mencionan 
que los AFLP´s surgen a partir de Polimorfismos en los sitios de restricción, en donde 
una secuencia específica para el reconocimiento de una endonucleasa de restricción, está 
presente o ausente, o polimorfismos en la longitud de la secuencia, donde el número de 
las secuencias repetidas arregladas en serie (“tandem”) tienen sitios variables. Y por 
último cambios en los pares de bases de ADN no asociados con sitios de restricción. 
 
 
Figura N° 9: Método AFLP detallado por etapas. (Fuente: Saunders J. et al., 2000) 
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Entre sus ventajas está el hecho de que no se requiere de información previa del genoma 
del organismo a estudiarse, existe un número ilimitado de marcadores,  presentan alto 
polimorfismo, analizan todo el genoma, son altamente reproducibles y son versátiles en 
cuanto al uso de distintas enzimas e iniciadores. 
Algunas de sus desventajas radican en herencia dominante lo que genera un bajo 
contenido de información genética por locus, tienen un procedimiento medianamente 
laborioso y tienen un costo medio en cuanto a su implementación y uso. Valadez E. y 
Kahl G. (2000) mencionan que los AFLP surgen a partir de: A) Polimorfismos en los 
sitios de restricción, en donde una secuencia específica para el reconocimiento de una 
endonucleasa de restricción, está presente o ausente. B) Polimorfismos en la longitud de 
la secuencia, donde el número de las secuencias repetidas arregladas en serie (“tandem”) 
tienen sitios variables. C) Cambios en los pares de bases de ADN no asociados con sitios 
de restricción. 












RFLP 209 104 50 0.5 
RAPD 245 85 35 0.7 
AFLP 64 60 94 5.6 
(Fuente: Lin et al., 1996) 
1.13 Electroforesis en geles de poliacrilamida; La electroforesis en geles con una 
matriz de poliacrilamida, comúnmente denominada electroforesis en poliacrilamida 
(PAGE, 'polyacrilamide gel electrophoresis'), La electroforesis es un método analítico – 
semi preparativo, es sin duda alguna una de las técnicas más ampliamente usada para 
caracterizar mezclas complejas  de moléculas biológicas en dependencia 
fundamentalmente de su carga bajo la influencia de un campo eléctrico. La electroforesis 
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en poliacrilamida es un método conveniente, rápido y económico a nivel de muestra 
pues se requieren sólo cantidades del orden de microgramos de proteína. 
Fue empleado por primera vez por Tiselius en el año 1937. Raymond y Weintraub en 
1959 emplearon como soporte para la electroforesis un gel de poliacrilamida (PAGE), 
La popularidad de este creció rápidamente y se logró un aumento de la resolución. La 
electroforesis es la migración de solutos iónicos bajo la influencia de un campo 
eléctrico; Estas partículas migran hacia el cátodo o ánodo (electrodos - y +), en 
dependencia de una combinación de su carga, peso molecular y estructura 
tridimensional.Los geles de poliacrilamida se forman por la polimerización vinílica del 
monómero acrilamida CH2=CH-CO-NH2 y del monómero entrecruzador N, N´-metilen-
bis-acrilamida CH2=CH-CO-NH-CH2-NH-CO-CH=CH2. La polimerización se inicia 
con la formación de radicales libres del monómero, que se producen por radicales libres 
de oxígeno, por causa de la acción de iones persulfato. Las aminas terciarias como el N, 
N, N, N´-tetrametilen-diamina (TEMED) se emplean como catalizadores de esta 
reacción, porque causan la formación de radicales libres del persulfato. Una ventaja 
importante de los geles de poliacrilamida es que son químicamente inertes, transparentes 
y estables en un rango amplio de pH, temperatura y fuerza iónica. 
En función del estado de las biomoleculas (nativo o desnaturalizado) a lo largo del 
proceso electroforético éstas se clasifican en electroforesis nativas o desnaturalizantes: 
 
 una electroforesis desnaturalizante, la más común, es la que somete a las proteínas a 
migración asegurando la completa desnaturalización (pérdida de la estructura 
tridimensional). En esta situación la migración es proporcional a la carga y al tamaño 
de la molécula pero no a su forma. El agente desnaturalizante más empleado es el 
sodiododecilsulfato o SDS, un detergente. 
 una electroforesis nativa es la que somete a las proteínas a migración sin 
desnaturalización. En esta situación las proteínas migran en función de su carga, de 
su tamaño y de su forma. Además se mantienen en ciertos casos las interacciones 
entre subunidades y entre proteínas, separándose los complejos. Los sistemas 
 51   
 
tampón (buffer) empleados en estos caso son: tris-glicina (rango de pH 8.3 a 9.5), 
tris-borato (rango de pH 7.0 a 8.5) y tris-acetato (rango de pH 7.2 a 8.5). 
 
Una rápida tinción, distinción y fijación son esenciales en el caso de las proteínas 
pequeñas para evitar su elusión; la omisión del metanol de la solución de tinción es 
beneficiosa ya que se reduce el tiempo de tinción y disminuye el hinchamiento de los 
geles. Existen diferentes tipos de tinción, entre ellos la plata que es muy sensible y tiene 
la característica de producir generalmente coloraciones carmelita o negro. 
 
1.14 Análisis estadístico; La identificación del individuo queda descrita por el conjunto 
total de alelos obtenido para cada uno de ellos, llamado patrón alélico. La comparación 
de patrones alélicos, mediante coeficientes de similaridad, permite establecer grupos de 
individuos con características génicas similares (Pejic et al., 1998). Dichos grupos, 
asociables a pedigree o a grupos heteróticos, suelen ser representados mediante un 
dendrograma. (dendron: árbol y gr. diágramma: diseño). Un dendrograma es una 
descripción en forma dendrítica del grado de similaridad génica entre individuos 
pertenecientes a una misma especie o a distintas especies, donde cada punto de 
ramificación representa el valor de similaridad o distancia génica entre los grupos 
representados por las ramas que se abren. 
Estructura de diversidad se puede representar adecuadamente en un modelo jerárquico, y 
si la información sobre los individuos es suficiente, será posible representarla usando 
técnicas de agrupamiento y/o clasificación (Van Hintum T., 1995). Para la 
caracterización usando marcadores moleculares tanto dominantes como codominantes, 
las técnicas de clasificación mayormente utilizadas son el árbol generado por el 
algoritmo UPGMA “Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean” y el 
método jerárquico de Neigbour joinning. Ambos son calculados sobre matrices de 
similaridad empleando los coeficientes de distancia genética. 
Sokal R. y Rohlf H. introdujeron en 1962 el coeficiente de correlación cofenética como 
una medida del grado de buena clasificación. Consiste en calcular el coeficiente de 
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correlación entre todos los pares de distancies (dij, uij). Si el valor resultante es próximo 
a cero, existe una distorsión importante entre las distancias iniciales i las que expresa la 
jerarquía resultante. Si el valor del coeficiente está cercano a la unidad, indica que hay 
una buena estructura jerárquica entre los elementos analizados. El análisis de varias 
variables, o análisis multidimensional, o análisis multivariado no es más que el conjunto 
de métodos estadísticos que tienen por objeto el estudio de las relaciones existentes entre 
varias variables dependientes o interdependientes, que han sido medidas sobre los 
mismos individuos (Dagnielie P. 1975). 
1.15 Análisis poblacional; Con los marcadores genéticos moleculares se pueden 
examinar un grupo de individuos o poblaciones para estimar medidas de diversidad y 
distancias genéticas, para inferir estructuras poblacionales y patrones de agrupamiento, 
comprobar equilibrios de Hardy Weinberg y de multiloci y buscar en loci polimorficos 
la evidencia de neutralidad de selección Sokal R. y Sneath H. (1963).Los índices de 
distancia genética se calculan entre pares de poblaciones y pretende describir el grado de 
diferencia genética entre estas dos poblaciones. La medida de distancia genética más 
usada es la distancia de Nei M. (1973, 1977). Este índice pretende estimar el número de 
mutaciones que a nivel nucleotídico se han acumulado en las secuencias de dos linajes a 
partir del tiempo que ha transcurrido desde su divergencia original. 
Como síntesis de los conceptos sobre los índices o coeficientes de similitud o de 
distancias, Bramardi S. et al. (2005) explica que la semejanza entre pares de unidades ha 
recibido diferentes denominaciones tales como similitud, proximidad, disimilitud y 
distancia o asociación, por tanto, se sugiere que todas estas acepciones sean 
consideradas como un grupo de índices de distancia. La elección de cuál índice tomar 
depende de los datos y de los tipos de análisis que se planeen realizar posteriormente, 
como es el caso del análisis de cluster que trabaja con índices de similitud, no obstante, 
estos se pueden transformar en índices de distancia y viceversa. 
 
 










II. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
2.1 Localización de muestreo; Se trabajó con 80 accesiones de cacao provenientes del 
banco de germoplasma del Instituto de Cultivos Tropicales del Perú (ICT), de las cuales 
43 de estas accesiones son originarias de las localidades de Juanjui en la provincia de 
mariscal Cáceres y Tocache en la provincia de Tocache (ver tabla 6). El segundo grupo 
contiene 28 accesiones originarias de cultivos silvestres de las orillas de los ríos 
tributarios del rio Amazonas entre las regiones Amazonas y Loreto (ver tabla 7). 
Además de 9 clones híbridos cuyo origen es Trinidad y Tobago, Costa Rica, Ecuador y 
Perú (ver tabla 8). 
Tabla N° 6: Codificación, grupo genético y origen de las 43 muestras de cacao pertenecientes al 





   ICT_1 ICT-1026 Mariscal Cáceres 
ICT_2 ICT-1043 Mariscal Cáceres 
ICT_3 ICT-1087  Mariscal Cáceres 
ICT_4 ICT-1092 Mariscal Cáceres 
ICT_5 ICT-1104 Mariscal Cáceres 
ICT_6 ICT-1112  Mariscal Cáceres 
ICT_7 ICT-1176 Mariscal Cáceres 
   







ICT_8 ICT-1182 Mariscal Cáceres 
ICT_9 ICT-1187  Mariscal Cáceres 
ICT_10 ICT-1189 Mariscal Cáceres 
ICT_11 ICT-1251 Mariscal Cáceres 
ICT_12 ICT-1281  Mariscal Cáceres 
ICT_13 ICT-1292 Mariscal Cáceres 
ICT_14 ICT-1382 Mariscal Cáceres 
ICT_15 ICT-1414  Mariscal Cáceres 
ICT_16 ICT-1506 Mariscal Cáceres 
ICT_17 ICT-1561 Mariscal Cáceres 
ICT_18 ICT-1594 Mariscal Cáceres  
ICT_19 ICT-2142 Tocache 
ICT_20 ICT-2151 Tocache 
ICT_21 ICT-2152 Tocache 
ICT_22 ICT-2161 Tocache 
ICT_23 ICT-2162 Tocache 
ICT_24 ICT-2163 Tocache 
ICT_25 ICT-2165 Tocache 
ICT_26 ICT-2171 Tocache 
ICT_27 ICT-2172 Tocache 
ICT_28 ICT-2173 Tocache 
ICT_29 ICT-2174 Tocache 
ICT_30 ICT-2175 Tocache 
ICT_31 ICT-2315 Tocache 
ICT_32 ICT-2492 Tocache 
ICT_33 ICT-2501 Tocache 
ICT_34 ICT-2504 Tocache 
ICT_35 ICT-2652 Tocache 
ICT_36 ICT-2653 Tocache 
ICT_37 ICT-2694 Tocache 
ICT_38 ICT-2702 Tocache 
ICT_39 ICT-2703 Tocache 
ICT_40 ICT-2705 Tocache 
ICT_41 ICT-2821 Tocache 
ICT_43 ICT-2824 Tocache 
ICT_44 ICT-2825 Tocache 
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Tabla N° 7: Codificación y origen de las muestras de cacao pertenecientes a la colección de 
genotipos silvestres colectados en la amazonia peruana. 
CODIGO DE MUESTRA ORIGEN 
NUC_141 Cuenca rio Nucuray 
MAR_26 Cuenca rio Marañón 
MAR_29 Cuenca rio Marañón 
MARA_33 Cuenca rio Marañón 
MAR_40 Cuenca rio Marañón 
PAST_85 Cuenca rio Pastaza 
PAST_94 Cuenca rio Pastaza 
PAST_88 Cuenca rio Pastaza 
MOR_212 Cuenca rio Morona  
MOR_214 Cuenca rio Morona  
MOR_268 Cuenca rio Morona  
SAN_219 Cuenca rio Santiago 
SAN_221 Cuenca rio Santiago 
SAN_225 Cuenca rio Santiago 
SAN_227 Cuenca rio Santiago 
SAN_229 Cuenca rio Santiago 
CH_277 Cuenca rio Chambira 
CH_281 Cuenca rio Chambira 
CH_293 Cuenca rio Chambira 
CH_296 Cuenca rio Chambira 
NAP_330 Cuenca rio Napo 
NAP_332 Cuenca rio Napo 
NAP_333 Cuenca rio Napo 
NAP_336 Cuenca rio Napo 
TIG_305 Cuenca rio Tigre 
TIG_310 Cuenca rio Tigre 
TIG_311 Cuenca rio Tigre 
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Tabla N° 8: Codificación, grupo genético y origen de las muestras de cacao pertenecientes al 
grupo de híbridos internacionales. 
CODIGO GRUPO GENETICO ORIGEN 
   
ICS_1 Trinitario Trinidad Y Tobago 
ICS_95 Trinitario Trinidad Y Tobago 
SCA_6 Forastero Alto Amazonas Perú 
CCN_51 
(IMC-67 x ICS-95) x 
Forastero 
Ecuador 
IMC_67 Forastero desconocido Perú 
EET_400 Silecial Ecuador 
UF613 Trinitario Costa Rica 
UF_667 Trinitario Costa Rica 
 
 
2.2Material vegetal; El fundamento que se siguió para la recolección de las muestras de 
cacao fue el de obtener una muestra completamente representativa de la población, que 
tenga una confiabilidad susceptible de medición y que la recolección sea simple y 
directa. 
Las muestras fueron recolectadas de la estación experimental “El Choclino” a 10 km de 
la ciudad de Tarapoto, esta estación alberga al banco de germoplasma del ICT; todas las 
accesiones se propagan vegetativamente, por lo tanto se eligió uno o dos árboles y se 
colectaron hojas jóvenes sin lesiones por insectos, ni infectadas gravemente con 
patógenos, las muestras fueron debidamente rotuladas y almacenadas en sobres de papel, 
luego fueron transportadas hasta la estación experimental “Juan Bernito” a 5 km de la 
ciudad de Tarapoto, en el distrito de la Banda del Shilcayo. Una vez ingresadas las 
muestras en el laboratorio, se procedió a realizar su limpieza con paños de papel toalla y 
se les agregó aproximadamente 100 mg de silica gel por cada 3 hojas colocadas en 
sobres de papel, se tuvo cuidado de rotulara las muestras apenas se cogía material en el 
campo. 
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2.3 Aislamiento del ADN; Las células vegetales pueden lisarse con el detergente iónico 
bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB), que forma un complejo insoluble con los 
ácidos nucleicos en medio hiposalino. De ese modo, los polisacáridos, los compuestos 
fenólicos y los demás contaminantes permanecen en el sobrenadante y pueden 
eliminarse por lavado. El complejo de ADN se solubiliza aumentando la concentración 
salina y se precipita con etanol o isopropanol. En esta sección se describirán los pasos de 
las etapas de lisis de la membrana celular, la extracción del ADN genómico y su 
precipitación. 
 
Para el aislamiento del ADN de las hojas de cacao previamente desecadas se utilizó el 
método de Doyle J. y Doyle J. (1990). Modificado por el departamento de biología 
molecular del Instituto de Cultivos Tropicales (ICT). La primera etapa de la extracción 
del ADN fue la rotura de la membrana celular y nuclear, para ello se pesó 0.15 gr. de 
muestra picada y se colocó en un tubo de 1.5 ml completamente estéril, que además  
contenía una perla acrílica y 0.1266 gr. de arena estéril, luego se agregó 700 ul de 
tampón CTAB 2X a 65 ºC y 2 ul. de β-mercaptoetanol, se llevó a agitación en un Fast-
prep (Bio 101 Savant FP-120), por 40 segundos, para lisar las muestra, inmediatamente 
después se retiraron los tubos y se colocaron en baño maría por 30 minutos a 65 ºC (este 
paso ayudó a desactivar las DNAsas que digieren el ADN),  se  agitó el tubo  cada 10 
minutos, transcurrido el tiempo en baño maría, las muestras se dejaron enfriar por dos 
minutos y se centrifugó a 10 000 r.p.m. por 10 minutos en una microcentriga Hettich 
(modelo Mikro 22 R). 
2.4 Purificación del DNA; Se separan los ácidos nucleicos de los complejos formados 
por CTAB con los polisacáridos, fenoles, proteínas y demás lisados celulares disueltos 
en esta solución acuosa, agregando 800 μl de cloroformo-alcohol isoamílico en una 
proporción de 24:1. Cada muestra se mezcló por inversión hasta tener una solución 
lechosa y luego se centrifugó a 14 000 r.p.m. por 10 minutos; el sobrenadante se 
transfirió cuidadosamente a un nuevo microtubo (1.5 ml). Seguidamente se agregó 300 
µl de octanol: alcohol isoamilico en una proporción de 24:1, se mezclaron las fases de 
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una manera suave durante 5 minutos seguidamente se centrifugó 10 minutos a 14000 
rpm, el nuevo sobrenadante se recogió cuidadosamente en un micro tubo de 1.5 ml. y se 
rotuló. Para precipitar y lavar el ADN extraído se agregó 800 μl de isopropanol al 96% y 
se mezcló cuidadosamente por inversión, obteniendo como una masa flotante o 
“medusa”; la muestra se centrifugó por un minuto a 10 000 r.p.m. para obtener el ADN 
como un pellet, finalmente se eliminó el alcohol por decantantación. Se realizó un 
último lavado del pellet con etanol al 70%, por 5 minutos, centrifugándolo a 10 000 
r.p.m. por 5 minutos, se eliminó el sobrenadante y los microtubos se dejaron con la tapa 
abierta e invertidos dentro de una incubadora a temperatura ambiente durante toda la 
noche. Posteriormente, se re-suspendió el precipitado de ADN en 50 μl de agua ultra 
pura y además se le adicionó 2 µl de RNAsa y se dejó incubar a 37 °C por 2 horas. El 
ADN extraído se conservó en un refrigerador a una temperatura de -10 °C. 
2.5 Calidad del ADN; La evaluación de la integridad del ADN extraído se realizó a 
través de electroforesis en gel de agarosa al 1 % con 2 µl de bromuro de etidio, se cargó 
8.3 ul de muestra de DNA con 1.6 µl de tampón de carga. Se deja migrar 1 hora a 90 
voltios con buffer de corrida TBE 1X. El resultado de la electroforesis se visualizó con 
la ayuda de una transiluminador UV Vilber Lourmat (Modelo ECX-F26.MX) y un 
fotodocumetador equipado con cámara digital (Fotodyme). Se evaluó la calidad del 
DNA en la corrida verificando la integridad de la banda. 
2.6 Determinación de la pureza y concentración del ADN; Se realizó en un 
espectrofotómetro Thermo Scientific (Genesys 10S UV Vis), para lo que se preparó una 
dilución de ADN genómico y agua destilada estéril a una relación 1/100. El equipo fue 
previamente calibrado, y posteriormente se realizó lecturas de absorbancia a 260 nm. y 
280 nm. Para el cálculo de la pureza  se usó la relación entre A260/A280, se determinó 
la concentración de la muestra de ADN con la formula (1) 
 
Concentración ADN  (ng/µl) = 50 x A260 x Factor de dilución………………… (1) 
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2.7Aplicación del método de AFLP; La técnica de AFLP se realizó según el método de 
(Vos et al., 1995) y se describe a continuación.  
2.7.1 Digestión del ADN; En ADN previamente aislado fue digerido con dos enzimas 
de restricción, una de corte raro (EcoR I) y otra de corte frecuente (Mse I). La enzima 
EcoR I reconoce 6 pb, mientras que la enzima Mse I tiene lugar de reconocimiento 
cada 4 pb; la mezcla de reacción de la digestión del ADN se puede apreciar en la Tabla 
9, las reacciones en esta etapa se realizan en microtubos de 0.5 ml; la reacción de 
digestión se mantuvo durante dos horas a 37°C en una incubadora, al término de esta 
etapa los tubos que contienen la muestra fueron colocados en un refrigerador a una 
temperatura de -10°C. 
 
Tabla N° 9: Componentes de la reacción para digestión del ADN. El buffer de digestión y 
endonuacleasas (EcoRI, MseI) proporcionadas por el kit Fermentas. 
COMPONENTE VOLUMEN 
ADN (50ng/µl) 10 µl. 
Buffer 2 µl. 
EcoR I 1 µl. 
Mse I 0.5 µl. 
Agua Ultrapura. 6.5 µl. 
 
2.7.2 Ligación de adaptadores; Se efectuó en los tubos que contienen el ADN digerido 
de cada una de las muestras, se agregó los adaptadores complementarios a los cortes, de 
cada una de las enzimas de restricción, cuyas secuencias se detallan en la tabla 10. Los 
volúmenes de los componentes de esta reacción se detallan en la Tabla 11. 
Tabla N° 10: Secuencias forward (F’) y Reverse (R’) de cada tipo de adaptador 
ADAPTADOR  
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Tabla N° 11: Componentes de reacción de ligación. Proporcionadas por el kit 
Fermentas. 
COMPONENTE VOLUMEN 
DNA digerido 20 µl. 
Adaptador EcoR I 1 µl. 
Adaptador Mse I 1.25 µl. 
Ligasa de ADN (1U) 0.4 µl 
Buffer de ligación. 2.5 µl. 
 
 
La reacción de ligación fue incubada a 16°C por 4 horas. Finalizada la incubación se 
realizó una dilución 1:5 del producto de la ligación con agua ultra pura, tomando 5 y 20 
µl respectivamente; la dilución se realizó en tubos de reacción de 0.5 ml.  
 
 
2.7.3 Amplificación pre selectiva (+1/+1); Para la amplificación pre selectiva (+1/+1) 
se utilizaron tubos para PCR de 0.2 ml. Se usaron cebadores preselectivos para EcoRI y 
MseI cuya secuencia se muestra en la tabla 12, la reacción de amplificación se dio con 
los componentes detallados en la tabla 13. 
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Tabla N° 13:Componentes de reacción para la amplificación pre selectiva (+1/+1) por PCR de 
los productos de digestión/ligación. Proporcionados por el kit fermentas. 
COMPONENTE VOLUMEN / MUESTRA 
Muestra ADN (digestión/ligación) 
diluida  1:5 
5 µl. 
Agua ultra pura 13.4 µl. 
Tampón PCR 10X 2.5 µl. 
MgCl2  (50 mM) 0.6 µl. 
DNTPs 1.25 µl. 
Pre EcoR I (10 uM) 1 µl. 
Pre Mse I (10 uM) 1 µl. 
Taq DNA polymerasa 0.2 µl. 
 
 
Tabla N° 14: Programa realizado por el termociclador Amplitronyx 6 (nyxtechnik inc.), para la 
amplificación pre especifica de las muestras de ADN de cacao. 
CICLOS TEMPERATURA °C TIEMPO 
1 72 2 min. 
2 94 4 min. 
3 94 30 seg. 
4 56 1 min. 
5 72 1 min. 
6 Repetir desde el paso 3 al 5 (22 ciclos) 
7 72 5 min. 
8 4 Hold 
 
La amplificación se llevó a cabo en un termociclador nyxtechnik inc (Modelo 
Amplitronyx 6.), Los ciclos térmicos utilizados para el PCR +1/+1 se detalla en el Tabla 
14. Finalizada la amplificación se realizó una dilución 1:3 del PCR +1/+1 con agua ultra 
pura, tomando 5 µl y 20 µl respectivamente, en nuevos tubos de reacción. 
 
2.7.4. Amplificación selectiva (+3/+3); Para la amplificación selectiva (+3/+3) se 
usaron cebadores selectivos para EcoRI y MseI cuya secuencia se detalla en la tabla 15, 
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se realizaron 13 combinaciones; Estos cebadores se muestran en la tabla 11, alternado un 
iniciador EcoRI con un iniciador MseI. La reacción de amplificación se dio con los 
componentes de PCR detallados en la tabla 16. 
 
Tabla N° 15: Secuencia de los cebadores utilizados para la selección específica, proporcionados 

















Tabla N° 16: Combinaciones primer selectivos de EcoRI (E) y MseI (M), se efectuaron las 
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Tabla N° 17: Componentes de reacción para la amplificación selectiva (+3/+3) por PCR. 
Proporcionados por el kit fermentas. 
 
Componente. Volumen 
Muestra diluida (1:3) 2 µl. 
Agua ultra pura 3.25 µl. 
Tampón PCR 10X 1.1 µl. 
MgCl2 (50 mM) 0.6 µl. 
DNTPs 0.6 µl. 
Cebador EcoR I 2 µl. 
Cebador Mse I 0.3 µl. 
Taq DNA polymerasa 0.15 µl. 
 
La reacción de PCR final contiene 2 µl del PCR +1/+1 diluido 1:3, y 8 µl de la mezcla 
de componentes de PCR. El programa utilizado para las amplificaciones esta detallado 
en la tabla 18, cada una de las pares de cebadores estuvo incluida en un mix de reacción 
diferente, los productos de la amplificación se separaron por electroforesis en gel 
denaturante de poliacrilamida. (PAGE). La PCR fue llevada a cabo mediante un 
programa “touchdown” (Don R. et al., 1991). Un programa “touchdown” es un 
programa de termociclación aplicado a la PCR, que incluye una subrutina inicial 
(protocolo “touchdown”) en la cual la temperatura de hibridación decrece en cada ciclo, 
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Tabla N° 18: Programa realizado por el termociclador Amplitronyx 6 (nyxtechnik inc.), para la 
amplificación  especifica de las muestras de ADN de cacao. 
Ciclos Temperatura °C Tiempo 
1 94 4 min. 
2 94 20 s. 
3 65 30 s. 
4 72 2 min. 
5 94 20 s. 
6 65 
30 s. bajando 1°C por 
ciclo 
7 72 2 min 
8 Repetir desde el paso 5 al 7 ( 10 ciclos) 
9 94 20 s. 
10 56 30 s. 
11 72 2 min. 
12 Repetir desde el paso 9 al 11 (20 ciclos) 
13 60 30 min. 
14 4 Hold 
 
2.8 Electroforesis en gel denaturante de poliacrilamida (PAGE); Para realizar la 
separación de los productos de la PCR, se utilizó una cámara de electroforesis vertical, 
esta cámara contiene 2 vidrios que fueron cuidadosamente limpiados y en los cuales se 
agrega en la superficie de uno de ellos una solución de adhesión que con 1.5 ml de 
etanol al 95 %, 7.5 µl de bind silano y 7.5 µl de ácido acético glacial. En la superficie 
del segundo vidrio se agrega una solución de repulsión, se usó un repelente de agua 
comercial “lluviex” de la marca Simoniz. Se dejó secar las soluciones por 30 minutos, 
Transcurrido el tiempo se ensamblo la cámara para contener a la poliacrilamida. Se tomó 
una solución de acrilamida/bisacrilamida en una proporción de 19:1 y 7 M de úrea, de 
esta solución se midió 60 ml y se le agrego 380 ml de polivinil pirrolidona 10 % (APS) y 
38 µl de TEMED, esta solución fue cargada en la matiz y se dejó polimerizar por 3 
horas, el buffer de corrida contiene 800 ml de tampón Tris - borato EDTA (TBE) 1X. 
Antes de cargar las muestras, se realizó una pre-corrida a 200 V por 20 minutos y 
posteriormente se hace la corrida con las muestras a 400 V por 15 horas. A cada muestra 
se añadió 10 μl de tampón de carga. Se denaturo cada muestra a 90 ºC por 5 minutos y 
se cargó en sus respectivos pocillos. Se corrió a ambos lados del gel el marcador de peso 
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molecular O'GeneRuler 50 bp DNA Ladder Plus (Fermentas). La tinción y el revelado 
de los geles de poliacrilamida se hizo basándose en los protocolos de Bassam B. et al., 
(1991). El gel fue fijado con un 1 litro de solución de ácido acético que contenía 5 ml de 
ácido acético por 100 de alcohol puro; durante 30 minutos, luego para el proceso de 
tinción se colocó el gel en una solución que contiene nitrato de plata (AgNO3) (2 g/l),  
por 30 minutos, seguidamente se lavó el gel con agua destilada, y finalmente se revelo 
con una solución que contiene 0.8 litros de solución de revelado (24 gr. de hidróxido de 
sodio y 5 ml. de formaldehido), hasta la visualización de las bandas; para detener la 
reacción de la solución reveladora, el gel se colocó en una solución de ácido acético al 
10% durante 10 minutos y se dejó secar por unos 5 minutos. Los geles resultantes se 
documentaron con la ayuda de una cámara digital. 
2.9 Colecta de los datos moleculares y determinación de valores descriptivos; Se usó 
el programa Cross Checker (versión 2.91) para la asignación de los valores binarios de 
presencia (1), ausencia (0) para cada banda analizada. Visualizando las fotografías 
digitales de los PAGE, se trazaron líneas verticales para los carriles de las accesiones y 
líneas horizontales para las bandas marcadoras, en la intersección de ambos se asigna el 
valor correspondiente si hubiera presencia o ausencia de banda de ADN. A los 
fragmentos con una tenue amplificación, se les asignó un valor de (2), consignándolos 
como datos perdidos; esta información de bandas se ingresó en hojas de cálculo de 
Microsoft Excel 2000. En esta misma hoja de cálculo se determinó el porcentaje de 
datos perdidos por cada locus ingresado, de la siguiente forma: la cantidad de datos 
perdidos por locus se dividió entre el número total de accesiones y se multiplicó por 
cien. Los locus con un porcentaje de datos perdidos mayor al 10 % fueron descartados 
para análisis posteriores (Warburton y Crossa, 2002). 
2.10 Análisis estadístico; La matriz binaria (0,1) obtenida de la colecta de datos de los 
geles de poliacrilamida fueron analizada usando el paquete estadístico PAST versión 
2.1b (Hammer O. et al, 2001). Se construyó una matriz de similaridad entre cada una de 
las accesiones de cacao con el índice de Jaccard (1908). Se generó además un 
dendograma con el método jerarquizado de Neighborur Joining (Saitou N. y Nei M., 
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1987). El cálculo del índice de contenido polimórfico (PIC) para cada uno de las 
combinaciones de cebadores selectivos se realizó en una hoja de cálculo del programa 
Microsoft Excel 2010. Asimismo, para explicar la variabilidad molecular a nivel de 
poblacionales o grupos de accesiones de cacao del banco de germoplasma del Instituto 
de Cultivos Tropicales (ICT) se utilizó el programa POPGENE v1.32 (Yeh F. et al., 
1999) con el cual se calculó el número de alelos (na), numero de lelos efectivos (ne), 
porcentaje de loci polimórfico, diversidad genética de Nei (h), diversidad de genes en 




























III RESULTADOS Y DISCUCION 
 
3.1 Accesiones de cacao; el estudio de variabilidad se inició recolectando hojas de 80 
accesiones de cacao (Theobroma cacao L.) en su mayoría pertenecientes al grupo 
genético Forastero (Cheesman E., 1944). Involucrando accesiones de plantas 
procedentes de las provincias Mariscal Cáceres y Tocache. Además se añadieron 
accesiones de grupos de cacao silvestre procedentes de las márgenes de ríos amazónicos 
como son: Nucurai, Marañon, Pastaza, Chambira, Napo, Tigre, Morona y Santiago. 
(Grupo Amazónicos), también se añadieron clones híbridos de procedencia nacional e 
internacional (Trinidad y Tobago, Costa Rica, Ecuador y Perú) esto se realizó con la 
finalidad de estudiar la variabilidad con respecto a estos clones distantes 
geográficamente. La cantidad de accesiones de cacao tomadas (80 accesiones) está por 
encima de los reportes recientes (Moreno Y.et al., 2004; Chia J. 2009; Aragón E. 2009; 
Carranza M. et al., 2007; Perry M., 1998) sin embargo hay reportes con más de 100 
accesiones que abarcan distintas zonas cacaoteras en todo el mundo (Saunders J. et al., 
2000; Zhang D. et al., 2005; Zhang D., et al., 2008; Motamayor J. et al., 2008.); sin 
embargo no se incluyó este grupo de muestras del banco de germoplasma del Instituto 
de Cultivos Tropicales (ICT). Finalmente el número de muestra estudiadas resultan en 
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un aporte adicional al ya existe sobre todo desde el punto de vista de los análisis 
genético-molecular. 
3.2 Aislamiento, purificación y calidad del ADN; La obtención de ADN de las 
muestras de cacao a partir de hojas desecadas, se realizó mediante el método de Doyle J. 
y Doyle J. (1990) con modificado realizadas por el departamento de biotecnología del 
Instituto de Cultivos Tropicales (ICT), dichas modificaciones se dan en la formulación 
del tampón de extracción CTAB 2X (CTAB 2%, NaCl 5 M, EDTA 0.5 mM, Tris-HCl 1 
mM (pH 8), PVP 1% y 2-mercaptoetanol 2%), siendo los aspectos más resaltante de las 
modificaciones las altas concentraciones (5 M) de NaCl que se emplean para prevenir la 
contaminación de la muestra con polisacáridos que afectan la pureza del ADN, La 
adición de PVP ayuda a prevenir que el ADN extraído presente coloración gris o parda, 
la cual se debe a la actividad de polifenoloxidadas presentes en gran cantidad en tejidos 
provenientes de cacao, finalmente 2-mercaptoetanol es un fuerte agente reductor que 
puede eliminar taninos y otros polifenoles presentes en las hojas de cacao; otra 
modificación importante fue la repetición de los lavados del ADN extraído. Los 
resultados de las concentraciones y pureza de ADN para cada una de las 80 accesiones 
se detallan en el anexo 1, y la evaluación de la calidad se muestra en la figura 10. 
 
Figura N° 10: Imagen de un gel de agarosa preparado para verificar la calidad del ADN de 
Theobroma cacao L. extraído. 
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La integridad del ADN extraído se evaluó en agarosa al 1 %. (Fig. 10) y se observó que 
en las 10 accesiones que se utilizaron para esta prueba mostraron una banda definida al 
inicio de cada pocillo sin la presencia de “smir” (ADN degradado), lo que indica que la 
calidad del material genético es buena, no se apreció presencia de ARN, cuya 
manifestación es usualmente  una banda al final del carril, esto indica que la adición de 
los 2 µl de enzima ARNasa fue suficiente y efectiva para digerir el ARN de cada 
muestra tratada. La medición de las concentraciones de ADN de las 80 accesiones, 
variaron desde 45 ng/μl hasta 260 ng/μl con un promedio de 112 ng/µl y el promedio de 
cocientes de pureza obtenidos para el ADN extraído es de 1.27, lo que se catalogaría 
como una baja pureza, sin embargo ya se ha reportado con anterioridad este 
inconveniente, Saunders J. et al.,(2000) quienes señalaron que la extracción de ADN de 
cacao se caracteriza por los bajos valores de pureza, Chía J. (2009) y Carranza M. et al. 
(2007) obtuvieron similares resultados con el mismo método de aislamiento y 
purificación. Esto hecho podría deberse a que cacao es una planta de tipo leñoso y por lo 
general este tipo de plantas tiene ciertos metabolitos como compuestos polifenólicos, 
polisacáridos, taninos y ARN, interfieren con el aislamiento del ADN (Rout G. et al. 
2002; Capriles L. y Reyes H., 1968), por lo que se hizo las modificaciones apuntando a 
estos contaminantes. 
 
Figura N° 11: Imagen de las etapas de lisis y precipitación de ADN de cacao con 
isopropanolcada (1) precipitación de proteínas, (2) precipitación de ADN con Isopropanol, (3) 
formación de Pellet de ADN 
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Para poder mejorar las condiciones de pureza del ADN extraído se procedió a realizar 
una nueva etapa de purificación (Fig. 11), adicionado 800 μl de cloroformo-alcohol 
isoamílico en una proporción de 24:1, se mezcló por inversión y se separó las fases con 
la ayuda de una microcentrifuga a 14 000 r.p.m. por 10 minutos se recogió el 
sobrenadante en un tubo de 1.5 ml nuevo y se precipito con 800 ml de isopropanol al 
96% y se resuspendió con agua ultra pura, de esta manera se eliminó una carga de 
contaminantes y el ADN quedo listo para la amplificación, todo este procedimiento fue 
parte de las modificaciones que se sugirieron por el laboratorio de Biotecnología del 
Instituto de Cultivos Tropicales (ICT) ya que de esta manera se han tratado 
anteriormente muestras de cacao para mejorar los niveles de pureza y garantizar la 
amplificación del Material genético de cacao por PCR. 
 
Figura N° 12: hojas de cacao (Theobroma cacao L.), desecadas para la extracción de ADN. 
 
Por otra parte el uso de un material desecado (Fig. 12) obedeció a que el recojo del 
material fresco sería imposible por la lejanía del banco de germoplasma con respecto al 
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laboratorio, y las hojas de cacao presentan una rápida finalización, lo que imposibilitaría 
manejo en laboratorio en cuanto a cantidad de muestras procesadas por día; aunque en 
muchos protocolos se plantea el hecho de que la extracción de ADN, se realiza 
preferiblemente a partir de tejidos jóvenes debido al menor contenido de polisacáridos, 
polifenoles y otros metabolitos secundarios (Zhang J. y McStewart J. 2000); esto es poco 
frecuente, ya que en la mayoría de los casos sólo se dispuso de tejidos viejos. Sin 
embargo se han reportado trabajos como López A., 2011, que recomienda el uso de 
material desecado para el manejo con fines de extracción de ADN de plantas leñosas con 
altos niveles de polisacáridos de alta viscosidad, y polifenoles, los cuales actúan como 
inhibidores durante la extracción del ADN, sin embargo este método no se ha registrado 
para cacao, lo que sería un aporte más en cuanto se refiere a extracción de ADN.  
Para finalizar se puede indicar que los niveles de compuestos fenólicos confieren a cacao 
una característica valiosa ya que tal como describen Arbeláez J. et al. (2011), los 
compuestos polifenólicos como metabolitos secundarios son muy estudiados en la 
actualidad a nivel farmacológico, estos metabolitos son usados como compuestos activos 
para combatir muchas patologías. 
 
3.3 Amplificación de muestras por AFLP; La amplificación del ADN de las  80 
accesiones de cacao se realizó con el método AFLP (Vos P. et al., 1995), teniéndose 
resultados positivos en cuanto a la aparición de bandas marcadoras en los geles de 
poliacrilamida, como se aprecia en la figura 13, donde se observa el gel obtenido por la 
amplificación de las accesiones de cacao con el par de cebadores selectivos E-AAG/M-
CTA, el gel de poliacrilamida presenta bandas bien definidas y presencia de 
polimorfismo, este mismo hecho se evidencio en el resto de ensayos. 
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Figura N° 13: Electroforesis en gel de poliacrilamida al 10% mostrando los patrones de 
amplificación del par de cebadores E-AAG/M-CTA con los genotipos cuyos códigos se 
muestran en la parte superior del carril el marcador de peso molecular O'GeneRuler 50 bp DNA 
se aprecia en ambos extremos y en la parte central. 
 
De las 13 pares de combinaciones de cebadores específicos, se tomaron 9 que generaron 
bandas polimórficas necesarias para el análisis de variabilidad, las 4 combinaciones 
restantes mostraron defectos en la etapa de  separación de los vidrios, después de la 
corrida electroforética, lo que género algunas rupturas en el gel que afecto su adecuado 
revelado y distorsiono su análisis. Saunders J. Et al. (2001) reportó que en muestras de 
cacao, por lo general se puede detectar diferencias en los patrones de AFLP en 
fragmentos de ADN (polimorfismo) cuando se utilizan al menos 7 pares de cebadores.  
En relación a las condiciones del PCR, se utilizó el mismo programa de amplificación 
para todas las combinaciones de cebadores específicos, y la reacción de amplificación 
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sucedió en un termociclador Amplitronyx 6 (nyxtechnik inc.), tanto en la pre selección 
(+1/+1) como en la selección especifica (+3/+3). La efectividad de esta etapa fue 
confirmada ya que se pudo separar exitosamente los productos de la PCR por 
electroforesis en una cámara vertical nyxtechnik inc (modelo Electronyx LFV I 20 x 
50cm), El uso de este tipo de cámara electroforética certificadas no generó distorsiones 
significativas como suele ser frecuente cuando se usa cámaras artesanales tal como 
reporta Chia J. (2009) quien señalo la presencia de distorsiones o "sonrisas" a ambos 
lados del gel, por lo que repitió algunos ensayos. 
Las condiciones de amplificación del ADN realizadas en este trabajo fueron propuestos 
por Saunders J. et al., (2000) y Perry M. et al. (1998) quienes reportaron ciclos de PCR 
para AFLP en cacao muy similares. Adicionalmente estas condiciones fueron 
confirmadas por el instituto de biotecnología (IBT, 2010) de la Universidad Nacional 
Agraria la Molina (UNALM). 
La preparación de las matrices que contuvieron a la acrilamida demandaron mucha 
precisión y tiempo, además hay que resaltar que la acrilamida es un compuesto toxico 
por lo que se tuvieron todas precauciones del caso, el tiempo de polimerización de la 
acrilamida a poliacrilamida fue de 3 horas y una temperatura ambiental de 18 °C, la cual 
se logró con el uso de un equipo de aire acondicionado debido a que las condiciones 
ambientales son propias de clima tropical (mayor a 25 °C), la configuración final de las 
cámaras se muestra en la figura 14. La electroforesis en poliacrilamida fue realizada a 
400 voltios, durante 15 horas, y los geles posteriormente fueron revelados con una 
solución de nitrato de plata (AgNO3) a una concentración de 2 g/l en condiciones de 
oscuridad, debido a que el nitrato de plata es fotosensible y se degrada con rapidez 
(Bassam B. et al., 1991). Las imágenes de cada uno de los geles fueron capturadas con la 
ayuda de una cámara fotográfica digital, la detección en geles de poliacrilamida teñidos 
con nitrato de plata fue laboriosa pero ofreció buenos resultados, esta metodología se 
caracteriza por ofrecer una alta resolución y requiere de equipos “poco” sofisticados. 
(Beidler J. et al. 1982, Bassam et al. 1991, Sanguinetti C. et. al. 1994,). 
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Figura N° 14: Imágenes de la preparación de un gel de poliacrilamida en una cámara de 
electroforesis vertical (1), cámara de electroforesis en funcionamiento conectada a una fuente de 
poder (2). 
 
Los cebadores usados en el método de AFLP dieron buenos resultados por la cantidad de 
bandas producidas por ensayo, Fory A. (2005) reporta que la técnica de los AFLP es 
altamente polimórfica y reproducible, confiriendo un alto grado de confiabilidad, 
resultados similares han sido observados por otros investigadores empleando esta 
técnica con otras especies de la familia Solanaceae (Acquadro A. et al. 2002, Lanteri S. 
et al. 2003 y Toquica S. et al. 2003). 
La posición de las bandas individuales que son detectados para cada muestra representa 
la huella dactilar de su ADN que es único para ese tipo de planta. Es importante señalar 
que los polimorfismos detectado por AFLP generalmente indican la herencia mendeliana 
y puede ser utilizado para estudiar el parentesco y variabilidad genética dentro y entre 
poblaciones. Tal como indica Vos P. et al., (1995), las bandas marcadoras generadas por 
AFLP son una herramienta robusta para detección de la variabilidad. 
3.4 Recolección de datos; se generaron matrices binarias (presencia “0”, ausencia “1”) 
adicionalmente se marcaron con “2” los datos perdidos; en la tabla 19 se muestra una 
parte de los datos recogidos a partir de los geles de poliacrilamida revelados. La matriz 
completa se detalla en el anexo 3. 
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Tabla N° 19: fragmento de la matriz obtenida con la asignación de datos binarios a las bandas 
amplificadas en los geles de poliacrilamida. 
 
 
Para la confección de esta matriz se tomaron los fragmentos de ADN de tamaños 
comprendidos entre 150 pb y 500 pb de acuerdo al marcador de peso molecular 
O'GeneRuler 50 bp DNA Ladder Plus, (Fermentas), este criterio se planteó debido la 
actividad de Taq Polimerasa que amplifica los fragmentos pequeños de ADN con 
facilidad, pero conforme aumenta su tamaño se hace más difícil obtener una 
amplificación eficiente por la estabilidad de la enzima. En el trabajo de Saunders J. et 
al., (2000) mencionan que los tamaños de los fragmentos de ADN entre 50 y 400 pb 
fueron los únicos que se analizaron, sin embargo el criterio de toma de datos es decisión 
del investigador en base a las características de los materiales usados, separación de los 
productos de PCR y la calidad del revelado entre otros. El número de datos obtenidos se 

















































































































A1X1 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0 1
A1X2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
A1X12 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0
A1X13 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1
A1X14 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
A2X1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
A2X2 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
A2X3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0
A2X4 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
A2X5 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
A7X1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
A7X2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
A7X6 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
A7X7 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 1 1 1
A9X1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
A9X2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
A9X3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
A9X4 0 0 1 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 1 0 1 0
A13X3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
A13X4 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
A13X5 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
A13X6 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1
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Tabla N° 20: Número de bandas revisadas y escogidas para las 9 combinaciones de cebadores 









EcoRI-ACT + MseI-CAT 14 12 2 
EcoRI-ACA + MseI-CAA 19 19 0 
EcoRI-ACA + MseI-CAT 14 12 2 
EcoRI-ACC + MseI-CTA 13 13 0 
EcoRI-AAC + MseI-CAC 8 7 1 
EcoRI-AAC + MseI-CTC 18 17 1 
EcoRI-AAG + MseI-CTA 22 19 3 
EcoRI-AGC + MseI-CTA 22 22 0 
EcoRI-AGC + MseI-CAC 14 14 0 
TOTAL 144 135 9 
 
El número total de bandas marcadoras fue de 144 para las 9 combinaciones de 
cebadores, de esta se seleccionaron aquellas que tuvieron hasta un máximo de 5% de 
datos perdidos para garantizar la confiabilidad de los mismos en un estudio de 
diversidad genética, finalmente se obtuvieron un total de 135 bandas. Warburton M. y 
Crossa J., (2002), afirman que la cantidad de datos perdidos no debe sobrepasar el 15%, 
pero finalmente esta decisión también depende del criterio del investigador (Chia J., 
2009). Los datos perdidos corresponden a bandas cuya claridad no está definida, 
pudiéndose tratar de productos mal amplificados, mal revelados y en muchos caso ni 
siquiera son bandas de ADN este fenómeno es comúnmente llamado bandas “artefacto”, 
por este motivo se les consideraron como bandas ambiguas y se les dio un valor de “2” 
como ya se mencionó antes. 
Otros autores indican la utilización de un número menor de combinaciones de cebadores 
específicos, por ejemplo Perry M. et al., (1998) comparó los marcadores AFLP y RAPD, 
utilizó dos combinaciones (E-ACT/M-CAC y E-ACT/ M-CAT) de esta manera 
obtuvieron un promedio de 40 bandas por par de cebadores, número mayor que el 
promedio obtenido en este trabajo, esto pudo deberse a que utilizaron un método de 
AFLP con detección radioactiva, sumado al hecho de que no se analizaron los mismos 
genotipos. Saunders et al., (2000) trabajo con 7 combinaciones de cebadores específicos, 
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las cuales fueron probados en este trabajo, obteniendo similares promedios de aparición 
de bandas por par de cebadores. Las combinaciones E-AGC / M-CAC y E-AGC / M-
CTA no fueron reportadas en trabajos anteriores en cacao, lo cual significa un aporte en 
futuros estudios, ya que brindaron una importante cantidad de bandas (14 y 22 bandas 
respectivamente). 
La técnica de AFLP entre sus características tiene la ventaja que genera un alto número 
de información por par de cebadores, lo que fue comprobado en este trabajo, además 
existen otros ejemplos reportados por Bertoni M. et al., (2009) quienes estudiaron 
Jacaranda decurrens (Bignoniaceae) utilizando cuatro combinaciones de marcadores de 
AFLP, logrando reproducir 205 bandas, Fory A.(2005) reportó para Solanum quitoense 
un total de 206 y 170 bandas para dos cebadores (E-ACG/M-CAT y E-ACG/M-CTC). 
Sin embargo el  número relativamente bajo de productos generados por AFLP en cacao 
es explicado por Perry Et al., (1998), quienes atribuyen este fenómeno al pequeño 
tamaño del genoma de cacao (430 Mb), con número cromosómico 2n= 20, el cual es 
considerado por (Couch J. et al., 1993, Bennett M. y Leitch I., 1995) como “pequeño” 
en comparación con individuos de las mismas características fenotípicas. A pesar de esto 
una de las ventajas notables de este método es que AFLP permite inspecciona múltiples 
loci del genoma por la acción de las enzimas de restricción (EcoRI y MseI) y por tanto 
es una herramienta adecuada para el estudio de los polimorfismos en la población (Hill 
M. et al., 1996); esto se corroboró por los resultados obtenidos en cuanto al porcentaje 
de bandas polimórficas  por par de cebadores específicos de AFLP. 
 
3.5 Polimorfismo de los Marcadores AFLP; Se construyó una tabla con los resultados 
obtenidos, que detallan la información de las combinaciones de cebadores específicos de 
AFLP, el que se presenta a continuación: 
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Tabla N° 21: resultados del contenido de información de polimorfismo obtenido de los 9 pares 
de cebadores específicos de AFLP, en la caracterización molecular de 80 accesiones de 












EcoRI-ACT + MseI-CAT 12 5 7 58.3 0.1 
EcoRI-ACA + MseI-CAA 19 3 16 84.2 0.22 
EcoRI-ACA + MseI-CAT 12 2 10 83.3 0.28 
EcoRI-ACC + MseI-CTA 13 3 10 76.9 0.17 
EcoRI-AAC + MseI-CAC 7 3 4 57.1 0.17 
EcoRI-AAC + MseI-CTC 17 5 12 70.6 0.13 
EcoRI-AAG + MseI-CTA 19 4 15 78.9 0.12 
EcoRI-AGC + MseI-CTA 22 9 13 59.1 0.1 
EcoRI-AGC + MseI-
CAC 
14 4 10 71.4 0.12 
TOTAL 135 38 97 71.9 
 
 
Se evaluó los valores de índice de contenido polimórfico (PIC) de cada una de las 
combinaciones de cebadores específicos, los valores más altos fueron documentados 
para la combinación de cebadores EcoRI-ACA / MseI-CAT con PIC igual a 0.28 y un 
porcentaje de polimorfismo de 83.3% y para EcoRI-ACA / MseI-CAA con un PIC 0.22 
y un porcentaje de polimorfismo de 84.2%. Otros 2 cebadores mostraron PIC altos como 
son EcoRI-ACC / MseI-CTA (0.17) y EcoRI-AAC + MseI-CAC (0.17). Los iniciadores 
con mayor PIC se presentan como los más informativos para detectar la variabilidad 
presente en el conjunto de accesiones analizadas, estas combinaciones pueden ser 
considerados como combinaciones de cebadores óptimos de acuerdo con Saunders et al., 
(2000) quienes afirma que los cebadores óptimos producen fragmentos de ADN 
fácilmente puntuables que muestran la reproducibilidad entre las muestras y un alto 
número de loci polimórfico para elucidar la diversidad y discriminar entre muestras; sin 
embargo el porcentaje de loci polimórfico no tuvo una relación directa con el PIC como 
se aprecia en la tabla 21. Es allí donde radica la importancia del índice de contenido 
polimórfico (PIC) que da un panorama más preciso de la importancia de cada par de 
cebadores AFLP, ya que para el cálculo del mismo se basa en las frecuencias de 
presencias (p) para cada loci; para esto se dividió la cantidad de fragmentos amplificados 
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(1) entre el total de individuos sin considerar los datos perdidos. La frecuencia de 
ausencias (q) según Chia J., 2009 se obtuvo restando 1 menos el valor de “p”. Los loci 
con una frecuencia de presencia de banda (p) menores a 0.05 se consideraron alelos 
raros y con una frecuencia de presencia de banda (p) igual a 1.0 son considerados 
monomórficos. Con estos datos se calculó finalmente un promedio para cada par de 
cebadores específicos. Las combinaciones EcoRI-ACT/MseI-CAT y AGC + MseI-CTA 
tuvieron los índices de contenido polimórfico más bajos del estudio (PIC= 0.1) y el 
mayor número de bandas monomórficas lo que podría ser indicador de que estos 
cebadores analizaron partes donde la especie comparte el genoma y donde según (Brown 
A., (2002) y Whitkus R. et al., (1994) resaltarían el hecho de que la especies se derivan 
de un ancestro común.  
 
Martinez W., (2007) obtuvo valores similares usando microsatelites (SSR) en muestras 
de cacao boliviano, reportando valores PIC máximo de 0.23. De la misma manera Chia 
J. (2009) en un estudio a la colección de cacao de Tingo María reportó la suma de todos 
los valores PIC para cada iniciador ISSR usado generando índices informativos ISSR 
(basado en Ghislain M. et al., 1999) de esta manera indicó el valor de 4.56 para el mejor 
de sus cebadores que amplificó 15 loci (promedio PIC de 0.30) de esta manera se podría 
indicar que los valores de PIC obtenidos son indicadores de la efectividad de los 
cebadores AFLP para estudios de variabilidad. Esto corrobora el uso de este método en 
la estimación de la diversidad genética entre cada accesión. Este resultado tiene similitud 
con estudios en otras especies vegetales usando marcadores AFLP Fory A., (2005) en 
Solanum Quitoense y Bertoni M. et al., (2009) en Jacaranda Decurrens cham.  
 
En conclusión el contenido de información polimórfica (PIC) se utilizó para medir la 
capacidad de los marcador para detectar polimorfismo de modo que indica su calidad en 
estudios de variabilidad génica (Botstein D. et al. 1980) además revelaron la existencia 
de variabilidad genética entre las accesiones de cacao del banco de germoplasma del 
Instituto de Cultivos Tropicales (ICT) partiendo de la premisa que un locus es 
considerado polimórfico cuando se puede detectar más de un alelo en una población. 
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Generalmente el criterio más utilizado es el de 1%, entonces, como menciona Aranguren 
J. et al., (2005) un locus es polimórfico si el alelo más común presenta una frecuencia 
menor al 99 % en la población bajo estudio. 
 
3.6 Análisis de similaridad y Agrupamiento; Usando el programa PAST versión 2.1b 
(hammer O. et al, 2001) se generó la matriz de distancia genética entre las 80 accesiones 
estudiadas, utilizando el coeficiente de correlación Jaccard (Sneath, 1908) los resultados 
de distancia genética entre cada una de las accesiones mostradas por esta matriz se 
detallan en la tabla del anexo 5. Las asociaciones entre líneas, a partir de los datos 
fueron reveladas mediante el método no jerarquizado de Neighbour joining (Saitou N. y 
Nei M. 1987) que es un sistema no métrico de agrupación. Este permitió agrupar a las 80 
accesiones de cacao en 4 cluster marcadamente definidos, el correspondiente 
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Figura N° 15: Dendograma propuesto para las 80 accesiones de Theobroma cacao L. del banco 
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La descripción del dendograma de la figura 15 se realiza de la siguiente manera: 
Clúster 1; Conformado por las accesiones NAP-330, NAP-332, NAP-333, NAP-336, 
ICT-8, ICT-12 e ICT-13, este clúster agrupa perfectamente a los 4 muestras 
provenientes de las accesiones recogidas del rio Napo en el departamento de Loreto, este 
rio es uno de los más lejanos en cuanto a distancia de procedencia con el resto de las 
accesiones y podría ser esta la razón de su agrupamiento, sin embargo es interesante ver 
el grupo de muestras ICT agrupadas en este clúster, siendo la procedencia de estas 
últimas la provincia de Mariscal Cáceres, no obstante hay que tener en cuenta que la 
constitución genética del grupo ICT se debe a la selección y mezcla por agricultores, con 
parentales foráneos introducidos a lo largo de muchos años en estas zonas cacaoteras, 
esto podría significar la presencia de genes trasmitidos desde estas zonas tan remotas por 
acción del hombre. 
Clúster 2; Este clúster agrupa de una manera interesante a la mayoría de accesiones 
Amazónicas, lo que indica la estrecha relación genética que existe entre ellas y que las 
diferencia del resto de accesiones estudiadas, este clúster está dividido en 2 sub clúster  
Sub clúster 2.1; Conformado por la accesión internacional EET-400, el 
Amazónico MOR-268 y las accesiones ICT-19 e ICT-11, este grupo refleja la 
cercanía geográfica que existe entre el río Morona y la muestra EET-400 
proveniente de Estación Experimental Tropical de Pichilingue (Ecuador) lo que 
podría señalar una relación entre estas muestras, a su vez es interesante ver en 
este grupo las muestras pertenecientes al grupo ICT-19 proveniente de Tocache e 
ICT-11 proveniente de Mariscal Cáceres lo que volvería a indicar el rol de clones 
foráneos en la constitución genética de estas muestras. 
Sub clúster 2.2; Este sub clúster agrupa al resto de las accesiones amazónicas en 
tres pequeños grupos, el primero está conformado por CH-277, CH-281, CH-
293, TIG-312, MAR-40 Y PAST-94. El segundo grupo está conformado por los 
MAR-29, SAN-229, TIG-310, TIG-311, TIG-305, CH-296, ICT-14 e ICT-43 y 
el tercer grupo alberga a MOR-212, MOR-214, SAN-221, SAN-227, SAN-219, 
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SAN-225 PAST-85 y MARA 33. Estas accesiones son pertenecientes a los ríos 
Chambira, Tigre, Marañón, Pastasa, Santiago, y dos al grupo ICT.  
Clúster 3; Conformado por las accesiones ICT-3, ICT-6, SCA-6, ICT-4, ICT-10, ICT-
15, ICT-35. Este clúster agrupa principalmente a individuos del grupo ICT colectados de 
le las zonas productoras de Juanjui y apenas 1 individuo de la colecta en Tocache, esto 
podría justificarse por la proximidad geográfica relativa que existe entre ambas zonas. El 
caso de la presencia de SCA-6 en este clúster podría explicarse ya que este es un 
genotipo muy utilizado en los programas de mejoramiento genético, debido a su aporte a 
la resistencia a “escoba de bruja”, y como ya se indicó antes, la constitución genética del 
grupo ICT se debe a la selección y mescla por agricultores con parentales foráneos, por 
tanto se podría pensar además que el resto del clúster podría contener esta característica 
de resistencia. 
Clúster 4; Este clúster es el más amplio y agrupa en su mayoría a las accesiones 
pertenecientes al grupo ICT tanto de las zonas productoras de Juanjui y Tocache así 
como al resto de los clones internacionales, además este clúster se divide en 2 sub 
clúster: 
Sub clúster 4.1; Aquí se agrupan las accesiones ICT-2, ICT-30, ICT-26, ICT-5, 
ICT-31 e ICT-23. Todos estas accesiones son pertenecientes a las zonas 
productoras de Juanjui y Tocache, lo que indicaría una homogeneidad de las 
accesiones, tanto por distancia geográfica como por constitución genética, sin 
embargo el hecho que estos individuos agrupen separados del resto de muestras 
pertenecientes a esta zona indicaría que poseen algunos características 
diferenciadas, convirtiéndolas en un interesante grupo de estudio en posteriores 
trabajos. 
Sub clúster 4.2; Este sub clúster agrupa 31 accesiones en su mayoría del grupo 
ICT tanto de Juanjui y Tocache y complementadas por el resto de accesiones 
Internacionales. Presenta a su vez distintos grupos marcadamente separados, el 
primero de esos grupos lo conforman ICT-1, IMC-67, ICT-21, ICT-36, ICS-6 e 
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ICT-24, siendo la mayoría del grupo ICT y complementado por dos híbridos de 
origen peruano (IMC-67 e ICS-6) que poseen moderada resistencia a escoba de 
bruja y susceptibilidad a monilia, lo que podría indicar que el resto de accesiones 
ICT podrían compartir esta característica. El segundo grupo lo conforman ICT-9, 
originario de Juanjui,  ICT-20 e ICT-27 originarios de Tocache, este grupo es 
congruente desde el punto de vista geográfico. El tercer grupo contiene a las 
accesiones internacionales ICS-1, UF-667, UF-613 e ICS-95. Estos hibridas 
pertenecen al grupo genético trinitario, sus abreviaturas indican el lugar donde 
fueron desarrollados, ICS (Selección del Colegio Imperial, Trinidad y Tobago) y 
UF (compañía de frutos unidos, Costa rica), los híbridos ICS presentan 
rendimientos por encima de los 1300 kg/ha y una moderada resistencia a escoba 
de bruja, los híbridos UF son susceptibles a escoba de bruja, pero mantienen 
rendimientos por encima de los 1000 kg/ha. Las accesiones ICT-7, ICT-25 y el 
hibrido internacional CCN-51 completan este tercer grupo, es importante señalar 
que CCN-51 es un hibrido muy cultivado en las zonas cacaoteras Peruanas por su 
alto rendimiento (2500 kg/ha)y su resistencia a escoba de bruja, su origen  
genético se da relacionado a un cruce entre IMC-67 x ICS-95 y un forastero 
desconocido (MINAG, 2009), razón por la cual integra este clúster acompañado 
de sus parentales. En cuanto a las accesiones ICT podrían mostrar un excelente 
potencial ya que están relacionados a los híbridos ya mencionados. 
La razón por la cual no se observan medidas de las distancias genéticas en el 
dendograma presentado responde al hecho de que el método de agrupación de Neighbor-
Joining ("reunión por vecindad") emplea técnicas generales de aglomeración de datos 
para el análisis de secuencias y se sirven de la distancia genética como un medidor de 
aglomeración. El método Neighbor-Joining simple produce árboles no enraizados, pero 
no asume una tasa constante de evolución entre los linajes.  
La selección de este método de agrupación (Neighbor joining) se asoció al tipo de 
caracteres evaluados, así como a la respuesta del método de reflejar una asociación 
basada en la concordancia de las clasificaciones generadas respecto al conocimiento del 
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patrón natural o filogenético de los individuos o poblaciones en estudio (Boontong S. et 
al., 2008) citado por (Demey J., 2008). Esto es corroborado por otros trabajos que han 
empleado este método de agrupamiento en diversidad genética en cacao (Gillaspie J. et 
al., 2005; Barkley N. et al., 2006; Barry R. et al., 2007) 
Es necesario comentar que no existe un criterio universal de cuando usar uno u otro 
coeficiente de similitud o distancia genética, los diferentes autores que han abordado el 
tema coinciden que la elección de un determinado coeficiente dependerá del peso que se 
desea dar a las frecuencias de ausencia (0) y presencia (1) entre cada par de accesiones, 
el tipo de datos que se quieran representar y la situación experimental (Legéndre P. y 
Legèndre L., 1979; Gower y Legèndre L., 1986) citado por Demey J., (2008) La 
identificación del individuo queda descrita por el conjunto total de alelos obtenido para 
cada uno de ellos, llamado patrón alélico. La comparación de patrones alélicos, mediante 
coeficientes de similaridad, permite establecer grupos de individuos con características 
génicas similares (Pejic L. et al., 1998). 
La formación de clúster obtenidos para las 80 accesiones de cacao del banco de 
germoplasma del Instituto de Cultivos Tropicales guarda en muchos casos asociatividad 
con respecto al lugar de donde se reportó su procedencia, las accesiones del grupo 
amazónico permanecieron agrupadas en un mismo clado, esto resalta naturaleza silvestre 
de estas accesiones, evidenciando que en ciertos casos  las accesiones dentro de este 
grupo permanecieron juntas obedeciendo al rio de donde fueron colectadas, Zhang D. et 
al., (2009) reporta menciona que existe una clara diferenciación de la población, que se 
estratifica por los sistemas fluviales de la Amazonía peruana, siendo esto evidenciado 
con marcadores SSR. De igual manera las muestras procedentes de las zonas 
productoras de Mariscal Cáceres y Tocache en su mayoría mostraron tendencia la 
agrupación regionalizada, pero dentro del grupo no se observó este mismo hecho, quizá 
por tratarse de accesiones influenciadas por la actividad comercial humana. Debido a 
estos resultados no se concuerda con Faleiro F. et al. (2004) quien afirma que no existe 
ninguna  tendencia a la regionalización en el análisis de agrupamiento de la variabilidad 
genética de materiales de diferentes orígenes amazónicos. De la misma forma Parra P. et 
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al. (2002) evidenciaron la variabilidad existente entre estos tipos de cacao como 
consecuencia de la hibridación natural que ha ocurrido en la zona. Pero encontró poca 
asociatividad entre agrupamientos y localización geográfica.  
Motamayor J. et al. (2008) citado por Chia J., (2009) proponen que el patrón de 
diferenciación de las poblaciones estudiadas de cacao podría estar ligado a potenciales 
barreras de dispersión creadas por cordilleras "primitivas" también llamadas 
"paleoarcos". Los individuos de varios clúster se pueden ubicar en una misma localidad 
sin ser divididos por alguna potencial barrera (río o cordillera). Es el caso de Iquitos, 
donde varios ríos principales usados para transporte convergen, la presencia de 
poblaciones distintas de cacao podría deberse a una antigua o actual intervención 
humana. Esto explicaría la similitud molecular entre algunos individuos de cacao cuyo 
origen geográfico no es el mismo. 
Lachenaud P. (1997) citado por Chia J., (2009), afirma que muchos de los trabajos 
realizados para categorizar o clasificar el cacao tienen "debilidades" debido a que el 
investigador supone que ciertos clones (individuos o accesiones) pertenecen a 
particularmente uno de los llamados grupos genéticos (Forastero, Criollo o Trinitario, 
propuestos por Cheesman E., (1944). Asimismo, el número diferente de muestras genera 
un sesgo en el análisis estadístico jerárquico. 
3.7 Análisis de la variabilidad molecular entre poblaciones; Considerando que una 
población, es una colección de individuos de la misma especie que viven en un espacio y 
momento determinado se realizó un agrupamiento según su origen geográfico, por tanto 
se constituyeron 5 poblaciones las que agruparon a las accesiones de Mariscal Cáceres, 
Tocache, Amazónicos, Perú – Ecuador y Trinidad y Tobago – Costa Rica,  para realizar 
los análisis entre las poblacionales y dentro de las poblaciones. Adicionalmente se 
realizó la suposición previa de que las poblaciones de cacao están en Equilibrio Hardy 
Weinberg, por requerimiento del programa POPGENE; esta suposición estaría apoyada 
en que el cacao es una especie principalmente alógama y gracias a esto son poblaciones 
muy heterocigotas. 
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3.7.1 Porcentaje de loci polimórfico (%PPL); Con los resultados del análisis se 
confeccionó la tabla 22, que muestra el porcentaje de loci polimórfico que existe entre 
las 5 poblaciones y dentro de cada una de estas.  
Tabla N° 22: Número de loci polimórfico y porcentaje de loci polimórfico de las 5 poblaciones 
de Theobroma cacao L. analizadas 
POBLACION 
NUMERO DE LOCI 
POLIMÓRFICO 
% PPL 
Mariscal Cáceres 75 55.56 
Tocache 73 54.07 
Amazónicos 66 48.89 
Internacional (Trinidad y Tobago- Costa Rica 24 17.78 
Internacional  (Perú-ecuador) 32 23.7 
INTERPOBLACIONAL 97 71.85 
 
El resultado de porcentaje de loci polimórfico entre poblaciones fue de 71.85%; lo que 
revelaría que como grupo perteneciente al banco de germoplasma del Instituto de 
Cultivos Tropicales presenta un alto potencial de polimorfismo y por tanto podría ser 
fuente de riqueza alélica para trabajos de mejoramiento genético futuros. En cuanto a las 
poblaciones independientes se observa que las poblaciones de Mariscal Cáceres y 
Tocache tienen los valores más altos de porcentaje de loci polimórfico 55.56% y 54.07% 
respectivamente, esto muestra de una manera superficial que en términos de 
polimorfismo la mayor riqueza se encuentra en estas regiones, quizá influenciada al 
manejo de los agricultores sobre estas accesiones. Zhang D. et al, (2006) indica que estas 
localidades corroboran la hipótesis de que la Amazonía peruana alberga un alto nivel de 
diversidad genética del cacao, finalmente señala que la introducción de poblaciones de 
semillas como parte de planes de mejora del cultivo en zonas cacaoteras peruana está 
cambiando el espectro de germoplasma de cacao en estas regiones. Por tal motivo las 
población amazónica mostró un valor de 44.89% lo que guarda lógica con dichas 
aseveraciones. Las poblaciones Internacionales Trinidad y Tobago - Costa Rica 
(17.78%) y Perú - Ecuador (23.7%). Tuvieron valores relativamente bajos, estas 
diferencias pueden deberse a que son genotipos diferentes, con orígenes diferentes, de 
esta manera se encontró que la estructura genética describe la variación en la frecuencia 
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del gen y genotipo entre los individuos. (Hasting K. 1997).Por otro lado, debido a que el 
porcentaje de loci polimórficos se calculó mediante la fórmula (2) 
                                 
                           
                    
      ………………. (2) 
Se puede resaltar el hecho que las poblaciones con menos accesiones relativamente 
presentaron menor porcentaje de loci polimórfico. 
3.7.2 Diversidad genética (h), número de alelos observados (na) y número de alelos 
efectivos (ne); los resultados de estos parámetros poblacionales se muestran en la tabla 
23. 
Tabla N° 23: Reporte de número de alelos observados, número de alelos efectivos y Diversidad 
génica de Nei. Dentro de cada una de las poblaciones y en conjunto. 
Entre accesiones dentro de una población. 
POBLACION na desv. Est. ne desv. Est. H desv. Est. 
       
MARISCAL 
CÁCERES 
1.56 0.50 1.34 0.38 0.20 0.20 
TOCACHE 1.54 0.50 1.31 0.37 0.18 0.20 
AMAZONICOS 1.49 0.50 1.28 0.36 0.16 0.20 
TRINIDAD-COSTA 1.18 0.38 1.13 0.31 0.07 0.16 




GRUPO na ne h 
    
ENTRE 
POBLACIONES 
1.72 1.31 0.20 








       
na: número de alelos observados.  
ne: número de alelos efectivos. (Kimura y Crow, 1964) 
h: diversidad genética de Nei. (1973) 
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Los mayores valores del coeficiente de diversidad de Nei M. (heterocigosidad esperada) 
para este estudio se revelaron para las poblaciones de Mariscal Cáceres (0.20), seguida 
de la población de Tocache (0.18) y la población Amazónica (0.16), esto vuelve a 
resaltar la importancia del contenido genético que albergan estas poblaciones, los 
valores más bajos están registrados para las poblaciones Trinidad -Costa Rica y Perú-
Ecuador (0.07 y 0.09 respectivamente).  
Por otra parte, el coeficiente de diversidad para todo el conjunto de accesiones 
estudiadas, como parte del banco de germoplasma del Instituto de Cultivos Tropicales 
(ICT) y que contiene a las cinco poblaciones de cacao fue de 0.20, este valor es tan alto 
como la presentada por la población de Mariscal Cáceres, por tal motivo resalta el valor 
en conjunto de todas las accesiones estudiadas. En lo referente al número de alelos 
observados (na) y el número efectivo de alelos (ne), la población de Mariscal Cáceres 
superó a las poblaciones restantes con valores de 1.56 y 1.34, respectivamente, estos 
valores son directamente proporcionales a los de diversidad genética. 
Cabe señalar que la diversidad genética es una mejor valoración de la variación genética 
de la población medida como la frecuencia media de individuos heterocigotos por locus 
(Lacadena J., 1981). Así también Crow M. y Kimura J., (1970); citados por Arangure J. 
et al., 2005 indican que el término de diversidad genética de un locus (Nei M., 1973) se 
usa para referirse a la heterocigosidad esperada (HE) y es la probabilidad de que dos 
alelos tomados al azar de la población sean diferentes  
Los valores obtenidos muestran que las poblaciones estudiadas poseen diversidad 
genética sin embargo los mayores valores corresponden a las poblaciones de Mariscal 
Cáceres (Tabla 23), Esto sugiere centrar la atención en este material para trabajos de 
mejoramiento, por esta razón se concuerda con Zhang D. et al., (2006 y 2011), quien 
resalta el potencial de diversidad de cacao en esta región y lo atribuye a la selección 
hecha por los agricultores y que derivó en el establecimiento de familias de plantas 
hibridas. Además se ha reportado que en la Amazonía el cacao fue distribuidos 
tradicionalmente por vainas como material de siembra de cacao (Dias L., 2001; 
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BartleyB., 2005). La propagación por clones ha sido un aporte reciente. Los híbridos 
segregan familias con diversos antecedentes ofreciendo un alto nivel de diversidad 
genética y nuevos genotipos en las plantaciones de cacao. 
El número de alelos efectivos (ne) para cada población fue proporcional a la 
heterocigosidad, ya esta medida indica el número de alelos esperados en cada locus de 
una determinada población, y es la inversa de la homocigosidad de un locus, lo que fue 
corroborado en la tabla 23, de la misma manera los alelos efectivos presentaron valores 
altos en comparación con las poblaciones cultivadas en las regiones del Ecuador (aunque 
las poblaciones contaron con pocos individuos). Aranguren J. et al., (2005), comenta que 
esta medida depende del número de individuos analizados, cuando el número es grande, 
mayor es la probabilidad de detectar alelos suplementarios. Además, el número de alelos 
por locus es utilizado para estudiar la existencia de la variabilidad. 
Un aporte más a la presencia de diversidad genética entre las poblaciones y dentro de 
estas, es el hecho de que los valores de desviación estándar son relativamente altos. 
Sounigo O. et al., 2005citado por Chia J., (2009), indica que este hecho posee una 
correlación altamente significativa con la aparición de variabilidad en las muestras 
analizadas. 
 
3.7.3 Proporción de la diversidad genética (Gst); La comparación de los Gst entre par 
de poblaciones se muestra a continuación. 
 






COSTA   
TOCACHE 0.04 ---- ---- ---- 
AMAZONICOS 0.09 0.11 ---- ---- 
TRINIDAD-
COSTA 0.22 0.21 0.21 
---- 
PERU-ECUADOR 0.16 0.17 0.13 0.31 
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Tabla N° 25: Promedio de la heterocigosis esperada en la población total para todos los loci 
(Ht) y promedio de la heterocigosis esperada dentro de subpoblaciones para todos los loci (Hs). 
GRUPO Ht Hs Gst 
ENTRE 
POBLACIONES 0.18 0.14 0.23 
desv. Est. 0.03 0.02 
  
 
Se analizó la proporción de diversidad genética (Gst) que existe entre cada una de las 
poblaciones establecidas, resultando los valores que se muestran en la tabla 24, de tal 
manera se aprecia que las poblaciones de Mariscal Cáceres y Tocache tienen un valor 
bajo de proporción de variación genética (0.04) lo que en términos porcentuales indica 
que un 4 % de la variación se debe a diferencias entre estas poblaciones, la población 
amazónica también presenta valores Gst de 0.11 y 0.09 con las poblaciones de Tocache 
y Mariscal Cáceres respectivamente, denotando así que las accesiones dentro de estas 
regiones no están muy diferenciadas entre ellas. Por otro lado estas tres poblaciones 
presentan mayores valores de diferenciación con respecto a la población Trinidad-Costa 
que con la población Ecuador-Perú, alcanzando valores máximos de 0.22 y 0.16 con 
respecto a la población de Mariscal Cáceres. Finalmente estas dos poblaciones 
(Trinidad-Costa y Ecuador-Perú) presentan el mayor valor de Gst (0.31), lo que es 
congruente a su naturaleza y origen. 
 
En la tabla 25 se da también un valor de diferenciación genética de la población total 
(Gst = 0.23), lo que indica que las poblaciones están poco diferenciadas, y que 
aproximadamente 23 % de la variación detectada se debe a diferencias entre las 
poblaciones; es importante señalar además que el porcentaje complementario al valor de 
Gst representa diversidad genética dentro de las poblaciones, y que para este caso, el 
estudio de la población total es de 77 %. El promedio de la heterocigosis esperada en la 
población total (Ht) es 0.18 al igual que el promedio de la heterocigosis esperada dentro 
de subpoblaciones para todos los loci (Hs) es 0.14.PiñeroD., et al. (2008) indica que la 
interpretación de estos dos últimos resultados con respecto a Gst es sencilla: si es de 0, 
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indica que las frecuencias alélicas son iguales en todas la poblaciones, no ha habido 
diferenciación (Ht = Hs). El máximo posible es de 1, cuando cada población está fija en 
alelos diferentes (Hs = 0)  
 
De acuerdo con Sounigo O. et al., (2005) cita por Chia J., (2009). Los valores de Gst 
indican la proporción de la diversidad genética entre las poblaciones comparadas y 
permitiría ser la guía para definir la cantidad de individuos que una muestra debe 
contener. A una mayor diversidad genética, mayor número de individuos. Esto también 
permitiría dirigir las estrategias de exploración para colectar y enriquecer la diversidad 
genética en un Banco de Germoplasma.  
 
Chia J. (2009) afirma que la utilización de subpoblaciones con pocas muestras y en 
algunos casos con un solo individuo varían los resultados de Gst. 
 
3.7.4 Distancias genéticas (Nei 1973); Los índices de distancia genética se calculan 
entre pares de poblaciones y pretende describir el grado de diferencia genética entre 
estas dos poblaciones. 
 










MARISCAL CACERES ---- 0.98 0.96 0.92 0.94 
TOCACHE 0.02 ---- 0.95 0.93 0.94 
AMAZONICOS 0.04 0.05 ---- 0.93 0.96 
TRINIDAD-COSTA 0.09 0.08 0.07 ---- 0.93 
PERU-ECUADOR 0.06 0.06 0.04 0.08 ---- 
 
Con esta matriz generada con el POPGENE v1.32, se graficó un dendograma sin raíz 
con todas las subpoblaciones analizadas, el cual se muestra a continuación en la figura 
16. 
 93   
 
 
Figura N° 16: Dendograma UPGMA de las subpoblaciones analizadas. Mariscal Cáceres 
(pop1), Tocache (pop2), Amazónicos (pop3), Trinidad-Costa (pop4) y Perú-Ecuador (pop5). 
 
La matriz de las Identidades Genéticas y Distancias Genéticas normalizadas (unbiased) 
de Nei M. (1973) muestra dos partes la parte superior a la diagonal corresponde a las 
identidades, mientras que las Distancias Genéticas están debajo de la diagonal, las 
población Trinidad - Costa presentan mayor distancia con respecto a la población de 
Mariscal Cáceres (0.09), presentando a sus vez la identidad más baja (0.92). Por otro 
lado poblaciones de Mariscal Cáceres presenta menor distancia genética con respecto a 
la población de Tocache (0.02) y por tanto presentan una alta identidad (0.98). La 
población amazónica muestra valores promedios con respecto a las otras poblaciones. 
Las distancias genéticas fueron utilizadas por el programa POPGEN para construir un 
dendograma con el método UPGMA, el cual se muestra en la figura 16. Así se refleja de 
una manera precisa la agrupación que existe entre las poblaciones de Mariscal Cáceres y 
Tocache, la población amazónica esta agrupada con la población Perú-Ecuador y 
finalmente la población de Trinidad-Costa presenta una mayor distancia genética con el 
resto. El número de la medida directa de las diferencias genéticas entre dos poblaciones. 
 
Ya que estos parámetros de estructura poblacional fueron obtenidos gracias al uso de los 
marcadores AFLP se concuerda con Aranguren J. et al., (2005); quienes mencionan que 
los marcadores permitieron la identificación de cada alelo, la obtención de datos 
poblacionales y cálculo de las frecuencias alélicas, así, se puede estimar las distancias 
genéticas entre poblaciones o entre individuos además de realizar estudios sobre análisis 
filogenéticos y estudios de estructura poblacional. 




1.  Se puede afirmar que existe una significativa variabilidad entre las 80 accesiones de 
Theobroma cacao L. (cacao) pertenecientes al banco de germoplasma del Instituto 
de Cultivos Tropicales (ICT). 
 
2. El método AFLP permitió obtener bandas correspondientes a la longitud de los 
fragmentos amplificados, formando así un perfil de cada una de las accesiones, las 9 
combinaciones de cebadores específicos AFLP se comportaron como variable en el 
análisis de cada muestra, proporcionando 135 bandas marcadoras de las cuales 97 
fueron polimórficas, adicionalmente las combinaciones E-AGC / M-CAC y E-AGC / 
M-CTA son un aporte a la lista de cebadores que detectan polimorfismo en la 
especie Theobroma cacao L. ya que no han sido reportados con anterioridad. Los 
patrones de bandas permitieron discriminar la variabilidad existente entre accesiones 
y entre poblaciones de las 80 accesiones de cacao procedentes del banco de 
germoplasma del Instituto de Cultivos Tropicales (ICT) 
 
3. Se pudo determinar la variabilidad de las 80 accesiones de Theobroma cacao L. del 
banco de germoplasma del Instituto de Cultivos Tropicales (ICT) estas se agruparon 
en 4 clúster con tendencia a la separación de acuerdo a su origen geográfico, 
manteniéndose una marcada separación entre las accesiones de Amazónicas y las del 
accesiones del grupo ICT (Mariscal Cáceres y Tocache), las accesiones hibridas 
internacionales se repartieron dentro de estos clúster, mostrando congruencia con los 
antecedentes históricos.  
 
4. El estudio de la variabilidad poblacional señalo al grupo Mariscal Cáceres como 
poseedor de mayor diversidad genética en comparación con las demás poblaciones 
estudiadas, la población amazónica también mostro valores considerables de 
variabilidad, finalmente los valores de Gst evidenciaron que la variabilidad es mayor 
dentro de cada población que entre las poblaciones. 





1. Es necesario para futuros estudios de estas accesiones de cacao pertenecientes al 
banco de germoplasma del Instituto de Cultivos Tropicales (ICT) en el empleo de 
marcadores moleculares de tipo codominante (por ejemplo microsatélites), que 
permitirían ampliar el conocimiento del banco de germoplasma del Instituto de 
Cultivos Tropicales (ICT). 
 
2. Asociar los resultados de marcadores moleculares a las características agronómicas 
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Anexo N° 1: Datos de Pureza (A260/A280) y concentraciones de ADN (ng/μl) para las 
50 accesiones de cacao;lecturas obtenidas del espectrofotómetro Thermo UV. 
 
CODIGO MUESTRA 260 nm. 280 nm. 260 nm./280 nm. ng/ul 
ICT_1 0.018 0.014 1.3 90 
ICT_2 0.018 0.019 0.9 90 
ICT_3 0.013 0.012 1.1 65 
ICT_4 0.01 0.008 1.3 50 
ICT_5 0.023 0.019 1.2 115 
ICT_6 0.01 0.009 1.1 50 
ICT_7 0.018 0.016 1.1 90 
ICT_8 0.009 0.09 0.1 45 
ICT_9 0.017 0.015 1.1 85 
ICT_10 0.012 0.012 1 60 
ICT_11 0.01 0.009 1.1 50 
ICT_12 0.013 0.012 1.1 65 
ICT_13 0.018 0.016 1.1 90 
ICT_14 0.018 0.016 1.1 90 
ICT_15 0.012 0.009 1.3 60 
ICT_16 0.024 0.014 1.7 120 
ICT_17 0.018 0.014 1.3 90 
ICT_18 0.017 0.013 1.3 85 
ICT_19 0.013 0.012 1.1 65 
ICT_20 0.011 0.01 1.1 55 
ICT_21 0.037 0.024 1.5 185 
ICT_22 0.051 0.04 1.3 255 
ICT_23 0.012 0.011 1.1 60 
ICT_24 0.01 0.009 1.1 50 
ICT_25 0.011 0.009 1.2 55 
ICT_26 0.023 0.021 1.1 115 
ICT_27 0.01 0.008 1.3 50 
ICT_28 0.038 0.029 1.3 190 
ICT_29 0.022 0.016 1.4 110 
ICT_30 0.01 0.007 1.4 50 
ICT_31 0.01 0.01 1 50 
ICT_32 0.048 0.039 1.2 240 
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(2daparte) 
CODIGO MUESTRA 260 nm. 280 nm. 260 nm./280 nm. ng/ul 
ICT_33 0.032 0.024 1.3 160 
ICT_34 0.03 0.021 1.4 150 
ICT_35 0.01 0.008 1.3 50 
ICT_36 0.026 0.024 1.1 130 
ICT_37 0.036 0.03 1.2 180 
ICT_38 0.03 0.023 1.3 150 
ICT_39 0.047 0.033 1.4 235 
ICT_40 0.011 0.009 1.2 55 
ICT_41 0.009 0.01 0.9 45 
ICT_43 0.01 0.009 1.1 50 
ICT_44 0.024 0.018 1.3 120 
ICS_1 0.018 0.016 1.1 90 
ICS_95 0.01 0.006 1.7 50 
SCA_6 0.011 0.01 1.1 55 
CCN_51 0.015 0.014 1.1 75 
IMC_67 0.012 0.011 1.1 60 
EET_400 0.02 0.018 1.1 100 
UF613 0.013 0.011 1.2 65 
UF_667 0.012 0.011 1.1 60 
ICS_6 0.01 0.009 1.1 50 
NUC_141 0.032 0.025 1.3 160 
MAR_26 0.021 0.013 1.6 105 
MAR_29 0.028 0.021 1.3 140 
MARA_33 0.038 0.031 1.2 190 
MAR_40 0.025 0.018 1.4 125 
PAST_85 0.015 0.013 1.2 75 
PAST_94 0.013 0.01 1.3 65 
PAST_88 0.018 0.014 1.3 90 
MOR_212 0.036 0.03 1.2 180 
MOR_214 0.045 0.031 1.5 225 
MOR_268 0.043 0.035 1.2 215 
SAN_219 0.037 0.028 1.3 185 
SAN_221 0.023 0.016 1.4 115 
SAN_225 0.02 0.014 1.4 100 
SAN_227 0.052 0.042 1.2 260 
SAN_229 0.023 0.015 1.5 115 
CH_277 0.052 0.034 1.5 260 
CH_281 0.009 0.005 1.8 45 





260 nm. 280 nm. 260 nm./280 nm. ng/ul 
CH_293 0.018 0.012 1.5 90 
CH_296 0.025 0.018 1.4 125 
NAP_330 0.017 0.013 1.3 85 
NAP_332 0.029 0.021 1.4 145 
NAP_333 0.022 0.018 1.2 110 
NAP_336 0.035 0.024 1.5 175 
TIG_305 0.03 0.018 1.7 150 
TIG_310 0.029 0.018 1.6 145 
TIG_311 0.027 0.018 1.5 135 
TIG_312 0.029 0.019 1.5 145 
 
 
Anexo N° 2: Contenido de reactivos utilizados en la aplicación de la técnica de AFLP 
(que no incluyo el kit).Buffer PCR 10X 
Stock Final 100 ml 
Tris HCl 1M, Ph 8.3 100 mM 10 ml 
KCl 1M 500 mM 50 ml 
MgCl2 1M 15m M 1.5 ml 
H2Oagua molecular estéril  Completar 100 ml 
 
Cloruro de magnesio  
Stock 10 ml 
MgCl2 . 6H2O 0.10 gr 
H2O destilada 10 ml 
 
Didexosinucleótido (dNTP) 
Stock 1000 μ  
dATP 100 Mm, 25μmol 50 μl 
dTTP 100 Mm, 25μmol 50 μl 
dCTP 100 Mm, 25μmol 50 μl 
dGTP 100 Mm, 25μmol 50 μl 
Agua molecular estéril 800 μl 
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Agarosa al 1,5% 
Stock Final 100 ml 
Agarosa  1.5 gr 
TBE 10X 1 X 90 ml 
 
 
Acrilamida al 10% 
Stock Final 1 L 
Urea 7 M 420 gr 
Acrilamida - Bisacrilamida 10 % 100 gr 
TBE 10X 1 X 50 ml 
H2O destilada  Completar 1000 ml 
 
 
Buffer TBE 10X 
Stock 1 L 
Tris - base 108 gr 
Ácido bórico  55 gr 
EDTA 0.5M, pH 8.0 40 ml 




Buffer de carga 
Stock 100 ml 
Azul de bromofenol 0.25% 0.25 gr 
Sucrosa 40% w/v 40 gr 
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Anexo N° 3: Datos Binarios (presencia: 1 ó ausencia: 0) de 135 loci (caracteres) para 80 
accesiones de cacao del banco de germoplasma del Instituto de Cultivos Tropicales ICT. 
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A1X1 28 52 0 80 80 0.0 0.35 0.65 0.46 0.46 
0.10 
A1X2 80 0 0 80 80 0.0 1.00 0.00 0.00 0.00 
A1X3 17 63 0 80 80 0.0 0.21 0.79 0.33 0.33 
A1X5 6 74 0 80 80 0.0 0.08 0.93 0.14 0.14 
A1X6 75 4 1 79 80 1.3 0.95 0.05 0.10 0.10 
A1X7 80 0 0 80 80 0.0 1.00 0.00 0.00 0.00 
A1X8 78 2 0 80 80 0.0 0.98 0.03 0.05 0.05 
A1X9 80 0 0 80 80 0.0 1.00 0.00 0.00 0.00 
A1X11 79 0 1 79 80 1.3 1.00 0.00 0.00 0.00 
A1X12 73 7 0 80 80 0.0 0.91 0.09 0.16 0.16 
A1X13 79 1 0 80 80 0.0 0.99 0.01 0.02 0.02 
















A2X1 80 0 0 80 80 0.0 1.00 0.00 0.00 0.00 
0.22 
A2X2 73 7 0 80 80 0.0 0.91 0.09 0.16 0.16 
A2X3 11 69 0 80 80 0.0 0.14 0.86 0.24 0.24 
A2X4 80 0 0 80 80 0.0 1.00 0.00 0.00 0.00 
A2X5 76 4 0 80 80 0.0 0.95 0.05 0.10 0.10 
A2X6 80 0 0 80 80 0.0 1.00 0.00 0.00 0.00 
A2X7 38 41 1 79 80 1.3 0.48 0.52 0.50 0.50 
A2X8 5 74 1 79 80 1.3 0.06 0.94 0.12 0.12 
A2X9 76 4 0 80 80 0.0 0.95 0.05 0.10 0.10 
A2X10 73 7 0 80 80 0.0 0.91 0.09 0.16 0.16 
A2X11 78 2 0 80 80 0.0 0.98 0.03 0.05 0.05 
A2X12 39 41 0 80 80 0.0 0.49 0.51 0.50 0.50 
A2X13 17 63 0 80 80 0.0 0.21 0.79 0.33 0.33 
A2X14 76 4 0 80 80 0.0 0.95 0.05 0.10 0.10 
A2X15 33 47 0 80 80 0.0 0.41 0.59 0.48 0.48 
A2X16 45 35 0 80 80 0.0 0.56 0.44 0.49 0.49 
A2X17 68 12 0 80 80 0.0 0.85 0.15 0.26 0.26 
A2X18 68 12 0 80 80 0.0 0.85 0.15 0.26 0.26 
A2X19 60 20 0 80 80 0.0 0.75 0.25 0.38 0.38 
 
 
























































































































A3X1 77 3 0 80 80 0.0 0.96 0.04 0.07 0.07 
0.28 
A3X2 53 27 0 80 80 0.0 0.66 0.34 0.45 0.45 
A3X3 40 40 0 80 80 0.0 0.50 0.50 0.50 0.50 
A3X4 41 39 0 80 80 0.0 0.51 0.49 0.50 0.50 
A3X5 79 1 0 80 80 0.0 0.99 0.01 0.02 0.02 
A3X6 18 62 0 80 80 0.0 0.23 0.78 0.35 0.35 
A3X7 79 0 1 79 80 1.3 1.00 0.00 0.00 0.00 
A3X9 23 57 0 80 80 0.0 0.29 0.71 0.41 0.41 
A3X10 32 47 1 79 80 1.3 0.41 0.59 0.48 0.48 
A3X11 34 46 0 80 80 0.0 0.43 0.58 0.49 0.49 
A3X12 80 0 0 80 80 0.0 1.00 0.00 0.00 0.00 
















A4X1 41 39 0 80 80 0.0 0.51 0.49 0.50 0.50 
0.17 
A4X2 62 17 1 79 80 1.3 0.78 0.22 0.34 0.34 
A4X3 80 0 0 80 80 0.0 1.00 0.00 0.00 0.00 
A4X4 71 9 0 80 80 0.0 0.89 0.11 0.20 0.20 
A4X5 1 79 0 80 80 0.0 0.01 0.99 0.02 0.02 
A4X6 71 9 0 80 80 0.0 0.89 0.11 0.20 0.20 
A4X7 3 77 0 80 80 0.0 0.04 0.96 0.07 0.07 
A4X8 79 1 0 80 80 0.0 0.99 0.01 0.02 0.02 
A4X9 80 0 0 80 80 0.0 1.00 0.00 0.00 0.00 
A4X10 78 2 0 80 80 0.0 0.98 0.03 0.05 0.05 
A4X11 80 0 0 80 80 0.0 1.00 0.00 0.00 0.00 
A4X12 65 15 0 80 80 0.0 0.81 0.19 0.30 0.30 















 A5X1 45 32 3 77 80 3.8 0.58 0.42 0.49 0.49 
0.17 
A5X2 64 16 0 80 80 0.0 0.80 0.20 0.32 0.32 
A5X4 64 16 0 80 80 0.0 0.80 0.20 0.32 0.32 
A5X5 80 0 0 80 80 0.0 1.00 0.00 0.00 0.00 
A5X6 4 76 0 80 80 0.0 0.05 0.95 0.10 0.10 
A5X7 80 0 0 80 80 0.0 1.00 0.00 0.00 0.00 
A5X8 80 0 0 80 80 0.0 1.00 0.00 0.00 0.00 
 
























































































































A6X1 4 76 0 80 80 0.0 0.05 0.95 0.10 0.10 
0.13 
A6X2 80 0 0 80 80 0.0 1.00 0.00 0.00 0.00 
A6X3 80 0 0 80 80 0.0 1.00 0.00 0.00 0.00 
A6X4 77 2 1 79 80 1.3 0.97 0.03 0.05 0.05 
A6X5 40 40 0 80 80 0.0 0.50 0.50 0.50 0.50 
A6X6 80 0 0 80 80 0.0 1.00 0.00 0.00 0.00 
A6X7 14 65 1 79 80 1.3 0.18 0.82 0.29 0.29 
A6X8 79 1 0 80 80 0.0 0.99 0.01 0.02 0.02 
A6X9 78 2 0 80 80 0.0 0.98 0.03 0.05 0.05 
A6X10 79 1 0 80 80 0.0 0.99 0.01 0.02 0.02 
A6X11 9 71 0 80 80 0.0 0.11 0.89 0.20 0.20 
A6X12 33 47 0 80 80 0.0 0.41 0.59 0.48 0.48 
A6X13 80 0 0 80 80 0.0 1.00 0.00 0.00 0.00 
A6X14 8 70 2 78 80 2.5 0.10 0.90 0.18 0.18 
A6X15 5 71 4 76 80 5.0 0.07 0.93 0.12 0.12 
A6X17 71 7 2 78 80 2.5 0.91 0.09 0.16 0.16 
















A7X1 80 0 0 80 80 0.0 1.00 0.00 0.00 0.00 
0.12 
A7X2 77 3 0 80 80 0.0 0.96 0.04 0.07 0.07 
A7X6 77 0 3 77 80 3.8 1.00 0.00 0.00 0.00 
A7X7 76 2 2 78 80 2.5 0.97 0.03 0.05 0.05 
A7X8 8 72 0 80 80 0.0 0.10 0.90 0.18 0.18 
A7X9 79 1 0 80 80 0.0 0.99 0.01 0.02 0.02 
A7X10 80 0 0 80 80 0.0 1.00 0.00 0.00 0.00 
A7X11 67 13 0 80 80 0.0 0.84 0.16 0.27 0.27 
A7X12 67 13 0 80 80 0.0 0.84 0.16 0.27 0.27 
A7X13 75 5 0 80 80 0.0 0.94 0.06 0.12 0.12 
A7X14 76 4 0 80 80 0.0 0.95 0.05 0.10 0.10 
A7X15 18 62 0 80 80 0.0 0.23 0.78 0.35 0.35 
A7X16 79 1 0 80 80 0.0 0.99 0.01 0.02 0.02 
A7X17 1 79 0 80 80 0.0 0.01 0.99 0.02 0.02 
A7X18 72 7 1 79 80 1.3 0.91 0.09 0.16 0.16 
A7X19 76 4 0 80 80 0.0 0.95 0.05 0.10 0.10 
A7X20 46 33 1 79 80 1.3 0.58 0.42 0.49 0.49 
A7X21 78 2 0 80 80 0.0 0.98 0.03 0.05 0.05 
A7X22 80 0 0 80 80 0.0 1.00 0.00 0.00 0.00 
























































































































A9X1 80 0 0 80 80 0.0 1.00 0.00 0.00 0.00 
0.10 
A9X2 80 0 0 80 80 0.0 1.00 0.00 0.00 0.00 
A9X3 80 0 0 80 80 0.0 1.00 0.00 0.00 0.00 
A9X4 33 47 0 80 80 0.0 0.41 0.59 0.48 0.48 
A9X5 80 0 0 80 80 0.0 1.00 0.00 0.00 0.00 
A9X6 80 0 0 80 80 0.0 1.00 0.00 0.00 0.00 
A9X7 1 79 0 80 80 0.0 0.01 0.99 0.02 0.02 
A9X8 80 0 0 80 80 0.0 1.00 0.00 0.00 0.00 
A9X9 75 5 0 80 80 0.0 0.94 0.06 0.12 0.12 
A9X10 72 7 1 79 80 1.3 0.91 0.09 0.16 0.16 
A9X11 79 0 1 79 80 1.3 1.00 0.00 0.00 0.00 
A9X12 15 64 1 79 80 1.3 0.19 0.81 0.31 0.31 
A9X13 74 6 0 80 80 0.0 0.93 0.08 0.14 0.14 
A9X14 1 79 0 80 80 0.0 0.01 0.99 0.02 0.02 
A9X15 79 1 0 80 80 0.0 0.99 0.01 0.02 0.02 
A9X16 74 6 0 80 80 0.0 0.93 0.08 0.14 0.14 
A9X17 79 1 0 80 80 0.0 0.99 0.01 0.02 0.02 
A9X18 73 7 0 80 80 0.0 0.91 0.09 0.16 0.16 
A9X19 56 24 0 80 80 0.0 0.70 0.30 0.42 0.42 
A9X20 71 9 0 80 80 0.0 0.89 0.11 0.20 0.20 
A9X21 80 0 0 80 80 0.0 1.00 0.00 0.00 0.00 
















A14X1 18 62 0 80 80 0.0 0.23 0.78 0.35 0.35 
0.12 
 
A14X2 80 0 0 80 80 0.0 1.00 0.00 0.00 0.00 
A14X3 80 0 0 80 80 0.0 1.00 0.00 0.00 0.00 
A14X4 6 74 0 80 80 0.0 0.08 0.93 0.14 0.14 
A14X5 78 1 1 79 80 1.3 0.99 0.01 0.02 0.02 
A14X6 69 10 1 79 80 1.3 0.87 0.13 0.22 0.22 
A14X7 77 2 1 79 80 1.3 0.97 0.03 0.05 0.05 
A14X8 1 79 0 80 80 0.0 0.01 0.99 0.02 0.02 
A14X9 79 1 0 80 80 0.0 0.99 0.01 0.02 0.02 
A14X10 62 18 0 80 80 0.0 0.78 0.23 0.35 0.35 
A14X11 80 0 0 80 80 0.0 1.00 0.00 0.00 0.00 
A14X12 73 6 1 79 80 1.3 0.92 0.08 0.14 0.14 
A14X13 61 16 3 77 80 3.8 0.79 0.21 0.33 0.33 
A14X14 80 0 0 80 80 0.0 1.00 0.00 0.00 0.00 
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Anexo N° 5: Matriz de similitud construida usando el coeficiente de Jaccard, 
comparación entre las 80 accesiones de Theobroma cacao L. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
